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Resumen

Resumen

En la elaboracion de alimentos aireados es frecuente la utilizacion de proteinas lacteas como
espumantes. La formacion de espumas de proteinas es determinada por la composicion,
estructura, carga superficial e hidrofobicidad. Las diferencias estructurales entre las proteinas
de la leche con propiedades espumantes determinan su desempefio durante la formacién de la
espuma, su crecimiento, estabilidad, reologia y textura. El objetivo de este proyecto fue
estudiar el efecto reforzante del caseinato de sodio (Cas-Na) y concentrado de suero de leche
(por sus siglas en inglés, WPC), sobre las propiedades espumantes de la leche descremada
(LD).

Se determinaron la densidad y la viscosidad de las muestras de estudio asi como su pH. La
densidad y viscosidad aumentaron al incrementar la concentracion de proteina, mientras que el
pH disminuy6 ligeramente.

Se determind la tension superficial de equilibrio (yeq) de las muestras estudiadas, se encontrd
entre 41 mN/m (LD10%-Cas-Na) y 49 mN/m (LD 10%), y en general al aumentar la
concentracion, la yeq disminuyod, siendo la muestra de caseinato de sodio adicionado la que
presentd una menor tension superficial de equilibrio.

La capacidad espumante aumento al incrementar la concentracion de proteina y tuvo un mayor
efecto en las espumas reforzadas con caseinato de sodio (642-1422%), en comparacion a las
espumas adicionadas con concentrado de suero de leche (380-534%). Caso contrario a la
densidad de las espumas, ya que ésta disminuyé al aumentar la concentracion de proteina.

La estabilidad de las espumas como medida de los fendmenos de desestabilizacion (drenado,
maduracion de Ostwald y colapso), se determind mediante: (1) microscopia obteniendo
didmetros de inicio y después de 7 minutos, (2) volumen de liquido drenado en funcion del
tiempo y (3) mediante un método de dispersion de luz. En general, se obtuvo mayor
estabilidad en las espumas reforzadas con WPC; menores diametros de burbuja, menos
drenado y mayor tiempo para alcanzar el maximo volumen de liquido drenado (18-40 min).
En cambio, la estabilidad de las espumas adicionadas con Cas-Na, disminuyo al aumentar la
concentracion, el fenémeno que predomino fue la difusion de aire de las burbujas chicas a las
grandes. La estabilidad medida a través de la dispersion de luz permitié identificar el drenado
de liquido, la maduracion de Ostwald y el colapso de la espuma. Las cinéticas de espesor
absoluto en funcién del tiempo se ajustaron a diferentes modelos. En el caso de la LD vy las
espumas reforzadas con Cas-Na se ajustaron a un modelo lineal y se obtuvieron velocidades,
siendo altas a mayor concentracion. En cambio, las espumas de leche reforzadas con WPC, se
ajustaron a un modelo logaritmico, del que se calculd el tiempo de inicio del fendmeno
(drenado o difusidn de gas); estos tiempos se incrementaron al aumentar la concentracion de
WPC, lo que indic6 un incremento de la estabilidad.
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Las espumas son sistemas dispersos en los cuales el gas se dispersa en una fase liquida
continua. La fase dispersa se Ilama algunas veces fase interna y la fase continua se conoce
como la fase externa (Schramm, 2005). Las espumas liquidas generalmente se dividen en: las
de corto tiempo de vida, es decir, la estabilidad no importa tanto ya que se consumen rapido;
por ejemplo, la espuma de la cerveza, de malteadas, del capuccino, entre otros; y aquellas en
que la estabilidad juega el papel importante por ejemplo el mousse, merengue, helado, crema

batida, soufflés, malvaviscos, entre otros (Cox, et al., 2009; Duncan, 1992).

La formacion y estabilidad de espumas es un proceso que se debe estudiar, debido a que es
comun en la elaboracion de alimentos, ya que presentan varias ventajas como:
e Los alimentos aireados (espumas) son econdomicos y se venden a precios debido a que
se aumenta el volumen y disminuye la densidad.
e Cambia la textura de las espumas, esto se debe a la dispersion de burbujas pequefias y
a la formacion de un pelicula delgada en la interfase gas-liquido, haciéndolos mas
ligeros y suaves al paladar.
e Favorece la digestibilidad ya que las proteinas en cierta forma se desnaturalizan

haciendo su estructura mas sencilla y facil de digerir.

Generalmente en la industria de alimentos se utilizan como agentes espumantes a las proteinas
lacteas, ya que, al disminuir su energia libre migran espontaneamente hacia la interfase y se
adsorben. El proceso de adsorcion consiste en: (1) adsorcion en la interfase aire-agua, lo que
provoca la disminucion de la tension superficial (2) las proteinas al desnaturalizarse
parcialmente en la interfase orientan a los grupos hidrofilicos (polar) e hidrofébicos (no polar)
en la fase acuosa y no acuosa respectivamente y (3) la formacion de una pelicula debido a las

interacciones de las proteinas parcialmente desnaturalizadas (Borcherding et al., 2008 (a)).

La formacion de espumas a base de proteinas lacteas, esta determinada por factores intrinsecos
como la secuencia de aminoacidos, la estructura secundaria y terciaria, la hidrofobicidad, el

caracter de la superficie de la proteina, el peso molecular, la flexibilidad de la proteina, la
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carga y la distribucion de la misma; y factores extrinsecos como la concentracion, pH, fuerza
ionica, temperatura y la interaccion con otros ingredientes (Abascal y Gracia-Fadrique, 2009,
Borcherding et al., 2008 (a); Pérez et al., 2009; Zhang et al., 2004 ).

Las espumas, al igual que las emulsiones estan sujetas a procesos de desestabilizacion y los
mecanismos que mas afectan a la estabilidad son: la maduracion de Ostwald o desproporcion,
drenado y colapso (Salger, 1999). Por ello, su determinacién es punto clave en el estudio de

estabilidad de espumas a base de proteinas lacteas.

Investigaciones recientes han desarrollado modelos que describen el efecto de las proteinas en
la estabilidad de las espumas. De igual manera en espumas lacteas, reportan que la [-caseina
se adsorbe mas rapidamente en la interfase aire-agua debido a su estructura flexible y alta
actividad superficial; mientras que las proteinas globulares como la B-lactoglobulina y a-

lactoalbimina se adsorben mas lentamente (Carrera y Rodriguez, 2005).

Las proteinas lacteas son cominmente usadas como fracciones proteinicas aisladas en la
elaboracion de diversos productos aireados. Por lo tanto se decidié estudiar un sistema mas
complejo, es decir, en mezclas (leche descremada con concentrado de suero de leche y leche
descremada con caseinato de sodio), con el fin de identificar las ventajas que proporcionan la
mezcla de los derivados lacteos, para proporcionar nuevas opciones a los productores de este

tipo de productos.
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1.1 Espumas

Una espuma es una dispersion, en la cual las burbujas de gas son dispersadas en la fase liquida
continua (Schramm, 2005). Debido a la gran cantidad de superficie libre que presentan, la
energia superficial es alta dando a lugar a un sistema termodindmicamente inestable
(Dickinson y Dements, 1995).

1.1.1 Clasificacion
Existen diversas formas de clasificar a las espumas, sin embargo para fines practicos se

clasifican en dos tipos, en el Cuadro 1.1 se pueden observar sus caracteristicas.

Cuadro 1.1. Clasificacion de las espumas.

Espumas diluidas Espumas concentradas
Las burbujas suelen tener forma | Las burbujas toman la forma
esférica poliedrica
La tension superficial es alta La tension superficial es baja
Caracteristicas La fraccion del gas es baja La fraccion del gas es alta
La estabilidad suele ser baja La estabilidad suele ser alta
La pared que separa las burbujas | La pared que separa las burbujas
es gruesa suele ser delgada
Las burbujas son grandes Las burbujas son pequefias
Vida de anaquel Corto Largo
. Cerveza Licuado Mousse
Ejemplo de .
alimentos Capuccino Merengues
Malteada Helados

Fuente: Cox et al., 2009; Duncan, 1992; Eisner et al., 2007.

1.1.2 Meétodos de preparacion de espumas

En la actualidad existen diversos métodos de preparacion de una espuma, algunos de ellos

pueden ser muy complejos y otros faciles; algunos ejemplos de ellos son:

e Mezclado turbulento: es uno de los métodos mas comunes para la formacion de espumas
alimenticias, se introduce aire al liquido por medio de la agitacion continua, predominando
las fuerzas de cizalla y consiguiendo una dispersion mas uniforme del gas (Cheftel et al.,
1989), normalmente se realiza por medio de una batidora, un mezclador con agitador o una

licuadora, entre otros.
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¢ Reduccion de presion: se reduce de repente la presion en una solucion de gas disuelto,
causando una rapida nucleacion y el crecimiento de las burbujas de gas dentro de la
solucion (Schramm, 2005).

¢ Inyeccién de gas: se inyecta directamente el gas en el liquido por medio de un generador de
espuma, que utilice la caida de presion, turbulencia o flujo constante que cause la
formacion y subdivision de las burbujas (Fennema, 2000). Cabe mencionar que las burbujas

suelen ser grandes.

1.1.3 Formacién de una espuma
En la formacion de espuma se pueden distinguir las siguientes fases:
1. Formacion de burbujas. Inicialmente el gas se introduce y comienza a dispersarse
dentro del liquido (por algunos de los métodos que ya se mencionaron), formando
burbujas que tienen forma esférica (Figura 1.1 a), pero en esta forma solo duran

algunos minutos.

Figura 1.1. Representacién esquematica de la formacion de la espuma a) Burbujas esféricas y b) Burbujas
poliédricas (Norde, 2003).

2. Reacomodo a burbujas poliédricas. Debido a la fuerzas mas intensas que predominan
en los métodos de preparacion de espumas se forman mas burbujas de gas, provocando
gue haya una deformacion por compresion, es decir, que pasen de burbujas esférica a
poliédricas regulares apiladas (Figura 1.1 b) haciendo que las peliculas intra-burbujas
se comporten como peliculas planas de un espesor pequefio (Lewis, 1993); dando asi
una menor area interfacial entre la fase dispersa y la continua (Norde, 2003),

provocando que las espumas sean inestables.
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1.1.4 Estructura de las espumas

La estructura tridimensional de las espumas es compleja, por ello se limita el estudio al
modelo en dos dimensiones. En la Figura 1.2 se muestra la estructura idealizada de una
espuma; esta consta de burbujas de gas separadas por una delgada pelicula de liquido; a la
region que rodea la pelicula delgada se le suele llamar lamela (Schramm, 2005); cuando se
juntan tres lamelas siempre forman un dngulo de 120° (llamado angulo de Steiner) y el borde

de éstas se les conoce como borde de Plateau.

Gas

Borde de Plateau

Lamela /

Espuma

Liquido

Pelicula‘delgada
de liquido

Region
interfacial

Figura 1.2. Estructura idealizada de una espuma (Schramm, 2005).

1.1.5 Mecanismos de desestabilizacion

Existen basicamente tres mecanismos que desestabilizan una espuma, esto es, sobre todo por
el adelgazamiento de la pelicula que separa las burbujas de gas, por lo tanto el conocimiento
de ellos es importante para prevenirla y aumentar la vida de la espuma; a continuacion se
mencionan:

e Drenado por accion de la gravedad

Como ya se menciond anteriormente después de unos segundos de haberse formado las
burbujas se amontonan unas sobre otras y en este proceso se forman peliculas entre las
burbujas, inicialmente gruesas, por lo que el drenado da lugar (Duncan, 1992). Debido a ello
la porcion de liquido que constituye la pelicula disminuye adelgazandola y es indispensable
que ellas no se rompan (Salger, 1999). Sin embargo, suele presentarse en toda la vida de la

espuma.
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e Drenado del liquido por succion capilar
El drenado de la espuma es un proceso fisicoquimico hidrodinamico gobernado por factores
simultaneos como: a) el espesor de la pelicula, (espesor critico 5 - 10 nm) (Rodriguez, 2008);
b) la tension superficial, ya que si ésta es muy alta va a tender a aumentar el drenado y c) el
radio y la curvatura de la bordes de Plateau (Indrawati et al., 2008; Narsimhan, 1990), entre

otros.

Borde de
Plateau

Figura 1.3. Fendmeno del drenaje en una espuma (Lewis, 1993).

Cuando tres lamelas se someten a fuerzas de estiramiento continuo, éstas suelen unirse
demasiado formando superficies concavas como las que se observan en la Figura 1.3. Debido
a estas curvaturas la presion que se ejerce en A es menor que la que se ejerce en B, por ello
hay una tendencia del liquido a fluir hacia este punto (borde de Plateau) originando el
adelgazamiento de la pelicula, a este fendmeno se le denomina drenado del liquido o
escurrimiento (Lewis, 1993) y es uno de los mecanismos mas comunes de la desestabilizacion
de las espumas. La velocidad de drenado en peliculas planas paralelas estd dada por la

ecuacion de Reynolds (ecuacion 1.1):

2Ap(x3
drenado — p( zf) (11)
3uR;

Donde x; es el espesor de la pelicula, Rt es el radio de la pelicula que es igual a 0.808R (R
radio de la burbuja) y u es la viscosidad del liquido de la pelicula y Ap igual a (y/r)-IT que es la
relacion de la tension superficial y el radio de la curvatura de los bordes de Plateau menos la
presion de disyuncion, sin embargo calcularla es muy complicado ya que es dificil determinar
la presion de disyuncion

Cuando el espesor de una region que separa las fases (pelicula) se hace comparable a la de las
regiones interfaciales que la limitan, la pelicula pierde sus propiedades originales y es

necesario un trabajo para mantener la pelicula. Asi pues, para mantener un espesor constante
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tras la superposicion de dos regiones interfaciales es necesaria la aplicacion de una fuerza
externa positiva 0 negativa. Estas interacciones se pueden cuantificar como un exceso de
presion en funcion del espesor de la pelicula, a esta relacion se le denomina isoterma de
presion de disyuncién (Maldonado, 2006; Narsimhan, 1990). De esta forma la presion de
disyuncién puede ser expresada como la derivada de las interacciones con respecto al espesor

de la pelicula a presion, temperatura, area y namero de moles constantes.

e Maduracion de Ostwald
La presion en las burbujas pequefias es mayor que en las burbujas grandes, a causa de ello,
empieza la difusion del gas entre las burbujas a través de los poros que se abren, esto ocasiona
que las burbujas sean mas grandes (Figura 1.4); a este mecanismo se le conoce como
maduracion de Ostwald, y se presenta mas rapido en la parte superior de la espuma debido a
que la difusion se da con la atmdsfera (Fennema, 2000), es decir a la evaporacion del agua de
la pelicula que separa a las burbujas. Al aumentar de tamafio, las burbujas incrementan la

curvatura en los bordes de Plateau lo que provoca el drenado del liquido.

e

Figura 1.4. Maduracién de Ostwald (Salger, 1999).

Para evitar este mecanismo es necesario la introduccion de un agente espumante, se ha
identificado que los que tienen el menor tamafio del grupo hidréfilo producen poros mas
pequefios al igual que los de cadena larga (Rodriguez, 2008) y también reduciendo la

velocidad con la que se difunde el gas en la pelicula que rodea a la burbuja.

e Colapso

Debido a la disminucién del espesor de la pelicula (esencialmente por el drenado) se produce
la ruptura de la misma, lo que hace que se pronuncie la difusion del aire aumentando de
tamafo las burbujas y destruyendo la estructura de la espuma. Por lo tanto, los fendmenos son

interdependientes.
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1.1.6 Fendmenos estaticos y dindmicos
Cuando se tienen peliculas con espesor muy pequefio menor a 200 A (Salger, 1999), entonces
empiezan a ocurrir interacciones coloidales que facilitan el adelgazamiento de la pelicula 'y en

consecuencia ayudan a la destruccion de la espuma; a continuacion se mencionan:

e Fendmenos estaticos
Cuando hay un estiramiento de la pelicula que rodea a la burbuja entonces empiezan a ocurrir
interacciones de van der Waals atractivas entre las lamelas, por lo que se aumenta el drenado.
Con la presencia de electrolitos disminuye la distancia de repulsion acelerando la velocidad
con la que se drena el liquido.

e Fendmenos dindmicos
La estabilidad de una dispersion depende de la existencia de una capa de carga eléctrica en la
superficie, ésta atrae iones de electrolito de carga opuesta, que forman una atmosfera idnica
movil. El resultado es una doble capa eléctrica, consistente en un armazén interno de cargas
fijas con una atmosfera movil exterior. La energia potencial entre dos particulas depende de la
interaccion repulsiva entre las capas dobles y de la interaccion atractiva debido a las fuerzas de
van der Waals entre las particulas (Salger, 1999). Como consecuencia del potencial de flujo, el
drenaje del fluido de la pelicula situada entre dos burbujas que se acercan, esta retardado, y

todo pasa como si el fluido fuera més viscoso.

1.1.7 Propiedades dilatacionales

La estabilidad de una espuma, como se ha mencionado, depende del adelgazamiento de la
pelicula, por lo tanto conocer las propiedades de ésta es clave para evitar los mecanismos de
desestabilizacion.

Existen diversas propiedades interfaciales o superficiales, sin embargo para fines de este
estudio las que mas influyen en la estabilidad de las espumas lacteas son las propiedades
dilataciones que incluyen el médulo dilatacional y sus componentes elsticos y viscosos; pero
no se lograria entender del todo sin antes explicar el efecto Gibbs- Marangoni, que es un

fendmeno adicional a los antes mencionados (Maldonado, 2006).
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a) Efecto Gibbs-Marangoni

Si una pelicula se somete a perturbaciones (por ejemplo estiramiento), se produce un
incremento del &rea interfacial y en consecuencia existe una disminucion de la concentracion
en exceso de la proteina (Figura 1.5) y por lo tanto aumenta la tension interfacial, a esto se le
conoce como el efecto de Gibbs. Para alcanzar de nuevo el equilibrio de la tension interfacial
tiene que pasar un tiempo en donde la interfase y el seno de la disolucion se contraen para
contrarrestar la perturbacion a ello se le conoce como efecto Marangoni (Maldonado, 2006;
Duncan, 1992).

thenor ¥ tenor
%. '.::—

Figura 1.5. Efecto Gibbs-Marangoni (Duncan, 1992).

b) Mddulo dilatacional superficial
Para cuantificar el efecto Gibbs-Marangoni, es decir, el incremento de la tension interfacial
debido a perturbaciones, es necesario conocer la definicion de elasticidad de Gibbs (¢), la cual
relaciona el cambio en la tension interfacial por unidad de cambio del area interfacial, como se

muestra en la ecuacion 1.2 (German, 1990):

dy
= 1.2
& dinA (12)

Sin embargo, sélo se considera como si fuera totalmente elastico y frecuentemente la interfase
suele tener comportamiento elastico y viscoso por lo que es necesario introducir este Gltimo
término en la definicion, asi es como aparece el médulo dilatacional superficial.
El modulo dilatacional superficial se compone de una parte real (elasticidad) y otra imaginaria
(viscosidad) (Rodriguez et al., 2002). Suele expresarse mediante la siguiente expresion
(ecuacion 1.3):

=g, +ifn, (1.3
Siendo &4 la elasticidad dilatacional (mN/m), mgq es la viscosidad dilatacional (mN/m.s) y f es

la frecuencia de oscilacion en (1/s).
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El mdédulo dilatacional se suele determinar a través de experimentos oscilatorios, los cuales
consisten en someter una gota a una compresion y expansion sinusoidal controlada a la
frecuencia y amplitud deseada.
Cabe mencionar que su evaluacién es compleja debido a los fendmenos que afectan a la
magnitud, por ello una manera mas facil de interpretarlo es evaluando por separado los
componentes.
c) Componente elastico

Suele llamarse componente real o modulo de almacenamiento y proporciona informacion
acerca de la resistencia a las perturbaciones, es decir, a la deformacion. Puede expresarse de la
siguiente forma (ecuacion 1.4):

&4 = |¢|cosg (1.4)
La definicion del componente elastico estd en relacion al valor absoluto del mddulo
dilatacional ¢, siendo éste el cambio de tension interfacial (Ay) entre el cambio en el area
interfacial (AA), por el coseno del angulo de fase (¢) entre el esfuerzo y la deformacion
(Rodriguez et al., 2002). Cuando se encuentra un maximo en el moédulo elastico, quiere decir
que hay un cambio estructural de la capa adsorbida y a partir de éste la elasticidad comienza a
disminuir de acuerdo a la deformacion producida.

d) Componente viscoso

Llamado componente imaginario o modulo de pérdida, cuando un material lo presenta indica
que existen procesos de relajacion (Maldonado, 2006), es decir, que hay un intercambio
difusivo de las moléculas en la interfase con el seno de la disolucion y, en macromoléculas
como las proteinas, podria indicar una reorganizacion estructural o en caso extremo, mddulo
que se presentan fendmenos de coalescencia. Suele expresarse de la siguiente forma (ecuacion
1.5):

&
g =" -seng (1.5)
En donde la frecuencia angular, ¢ = 2xf, la cual se establece cuando una perturbacion se
impone en la interfase.
Con la evaluacion de estos parametros se puede entender como se comporta la proteina en la
interfase, aunque la interpretacion sea complicada. Por ello se recomienda evaluarlos por

separado como ya se ha mencionado.
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1.1.8 Propiedades fisicoquimicas de las espumas

Las espumas presentan diversas propiedades debido a su composicion y estructura, todas ellas
estan relacionadas con la estabilidad de las mismas, por lo que es importante describirlas. A
continuacion se presentan algunos de sus parametros (Cuadro 1.2):

Cuadro 1.2. Propiedades fisicoquimicas de las espumas.

Propiedad Magnitud | Unidades
Diametro de la burbuja 107 m
NUmero de burbujas /m° 10° m>
Tension interfacial 0.04 N.m™
Presion de Laplace 10° Pa
Diferencia de densidades |  -10° kg. m?

Fuente: Fennema, 2000.

e Tamafo y distribucion de las burbujas
El tamafio y la distribucion de las burbujas en las espumas dependen de varios factores, entre
ellos, las condiciones de formacion de la espuma (como la velocidad con la que se introduce el
aire, la temperatura, etc.) y las propiedades fisicoquimicas del surfactante. Es una propiedad
importante ya que si las burbujas son grandes quiere decir que no es estable la espuma
(Ramirez, 1996).

e La tension superficial
Definida como la fuerza que se opone al aumento en el area del liquido (Castellan, 2000), es
una de las propiedades que mas influyen en la estabilidad de una espuma ya que esta
relacionada de manera inversa, es decir, para lograr una espuma estable es necesario disminuir
la tension superficial, esto se logra adicionando un agente espumante que ayuda al incremento
del area interfacial, evitando los mecanismos de desestabilizacion.

e Presion de Laplace
La presion interna de las burbujas esta dada por la ecuacion de presion capilar de Laplace
(ecuacion 1.6) (Salger, 1999).

2y
AP =2 16
A (1.6)
donde, AP es la diferencia de presion entre las burbujas, y es la tension superficial (N'm™) y R
es el radio de la curvatura de la burbuja. Cuando las burbujas son poliédricas, las peliculas se

comportan como peliculas planas, pero a causa de la presion de Laplace las burbujas pequefias

11
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tienen una mayor presion. En consecuencia, existe un gradiente de presion de una parte y de la
otra de una pelicula, que induce la difusion gaseosa a través de ésta pelicula

e Densidad
Al incorporar aire se produce una reduccion proporcional de la densidad, lo que hace que el
producto se haga mas ligero y se favorece su digestion sin que se pierda su sabor (Ramirez,
1996).

1.2 Proteinas

Las proteinas son macromoléculas que estdn compuestas por cadenas de diferentes

aminoécidos unidos mediante enlaces peptidicos y cuya conformacién dentro de la molécula

se pueden clasificar en cuatro categorias:

¢ Primaria. Las secuencia de aminoacidos es lineal y se unen de forma covalentes, a través de
enlaces amida conocidos también como enlaces peptidicos.

e Secundaria. En general se encuentran en dos formas de estructura secundaria periddicas: (a)
las hélice-a es una estructura ordenada estabilizada por los puentes de hidrogeno que se
orientan paralelamente al eje de la hélice, contiene 3.6 residuos de aminoacidos por giro de
hélice (Fennema, 2000); (b) la estructura B, es una estructura en zig-zag mas estirada que la
hélice-a,, estas cadenas estiradas se unen entre ellas por enlaces intermoleculares para
formar estructuras llamadas hojas plegadas y es més estable que las hélices-c.

e Terciarias. Se logra cuando una cadena polipeptidica lineal, con segmentos provistos de
estructuras secundarias, se pliegan sobre si mismas para adquirir una forma tridimensional
compacta (globular). En la mayoria de las proteinas globulares los aminoacidos hidréfobos
tienden a colocarse hacia el interior y los aminoacidos polares en la superficie de la
molécula (Cheftel et al., 1989). Si una proteina contiene un namero elevado de restos
hidrofilos, adoptara una forma larga o de varilla, en cambio, si tiene un nimero elevado de
grupos hidréfobos, adoptara una forma globular (esférica).

o Cuaternaria. Esta estructura es el resultado de asociaciones no covalentes que contienen mas
de una cadena polipeptidica. Se trata fundamentalmente de interacciones no covalentes
como puentes de hidrégeno, interacciones hidréfobas, interacciones electrostaticas y
uniones disulfuro. La hemoglobina es una de las proteinas mas comunes con estructura
cuaternaria (Cheftel et al., 1989; Fennema, 2000).

12
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1.2.1 Propiedades funcionales

Las proteinas son de los componentes que méas funciones tienen en la elaboracion de alimentos
ya que por su caracteristica de composicion y configuracion, proporcionan propiedades
funcionales (Boatella, 2004) que podrian definirse como las propiedades fisicoquimicas que
modifican las caracteristicas de los alimentos y contribuyen a las propiedades sensoriales

sobre todo a la textura. En el Cuadro 1.3 se resumen algunas de ellas.

Cuadro 1.3. Propiedades funcionales de las proteinas.

Interaccién Propiedad Mecanismo Con_ceptos
relacionados
Fase continua
(I|qUJdo) Adsorcion en la interfase y Formacion de la
Proteina — Espumante formacion de elicula espuma
Fase dispersa P Estabilidad
(gas)
Agu,a X - Adsorcién y formacion de la Procesos de
Proteina - Emulsificante . . e,
. pelicula en la interfase. desestabilizacion
Aceite
Hidratacion
- Interacciones hidréfilas Poder espesante
Solubilidad N =
Retencion de agua Pue_ntes dg ’hlo!r,ogeno Adhes_lon
Hidratacion ionica Viscosidad
Proteina - Agua Cohesion
. . . Fuerza
Atrapamiento e inmovilizacién lasticidad
e del agua E asticida
Gelificacion . Estabilidad
Formacién de una red .
- . Firmeza
tridimensional.
Protelrna- Texturizacion (_Zf)agulamon . Textura de alimentos
proteina Formacion de una pelicula
Interacciones hidrofdbicas
Proteina- e Atrapamiento
L Fijacion de aromas o Sabor
volatiles Desnaturalizacion

Enlaces covalentes

Fuente: Boatella, 2004; Fennema, 2000.

Estas propiedades dependen a su vez de factores intrinsecos como por ejemplo la estructura de

la molécula, la hidrofobicidad, la carga eléctrica, entre otras (Abascal y Gracia-Fadrique,

2009, Badui, 2006) y factores extrinsecos como el pH, la temperatura, la fuerza ionica y

concentracion. Por ello su conocimiento y estudio es importante para poder aplicarlas en

diversos alimentos.

13
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1.2.2 Propiedades espumantes de las proteinas

Cuando en un sistema disperso se tienen macromoléculas como por ejemplo las proteinas,
éstas funcionan como surfactantes, es decir, como aquellos que ayudan a la formacion y
estabilizacién del sistema disperso (espuma), debido a que las proteinas al disminuir su
energia libre migran espontdneamente hacia la interfase y se adsorben ya que son moléculas
anfifilicas, es decir, contienen simultdneamente regiones no polares y polares, las cuales se
orientan hacia la fase dispersa y hacia la fase acuosa, respectivamente (Borcherding et al.,
2008 (a); Rouimi et al., 2005; Fennema, 2000).

Cuando se concentra la proteina en la interfase forma una pelicula viscoelastica que hace que
sea mas estable el sistema disperso, sin embargo no sélo influye en la estabilidad las
propiedades de la interfase, sino también influyen los fendmenos de desestabilizacion que ya
se mencionaron.

En este estudio se abordan las espumas lacteas por lo que las propiedades funcionales de las
proteinas que mas importan son la capacidad de formacion de espumas, propiedad que
depende extraordinariamente de las propiedades superficiales y de la cinética de adsorcion

sobre la interfase aire-agua, que a continuacion se revisaran.

1.2.2.1 Cinética de adsorcion de proteinas

Como ya se menciond las propiedades espumantes dependen de la cinética de adsorcion,
aungue es diferente para una proteina y para un surfactante de bajo peso molecular, se pueden
utilizar las expresiones de partida para analizar la cinética de adsorcion de las proteinas que
tienen una comportamiento y estructura mas compleja.

La cinética de adsorcion de las proteinas en la interfase, es cominmente estudiada en términos
de la tensidn interfacial entre las dos fases en funcion del tiempo o a través de los cambios en
la presion superficial con respecto al tiempo (Beverung et al., 1999; Lopez, 2007 y
Maldonado, 2006). La presion superficial se define como la diferencia de la tension superficial
de un fluido puro (yo) Yy la tension superficial o interfacial de la proteina en estudio en funcion

del tiempo, 7 = yo — p(t).

14
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Y A @)

(b)

(@
(d)

® Proteina nativa
@ Proteina desnaturalizada

Figura 1.6. Periodos de la cinética de adsorcion dinamico de las proteinas (Maldonado, 2006).

Normalmente al realizar las curvas de tension superficial en funcion del tiempo se pueden
distinguir tres etapas o regimenes, como se ilustra en la Figura 1.6. Primero la proteina se
transporta hacia la interfase (a) a lo que se le denomina periodo o régimen de induccidn,
después la proteina se adsorbe en la interfase (b-c) se suele llamar periodo de penetracion y
finalmente el periodo de saturacion (c-d), es decir, las moléculas se esparcen y ocupan un area
interfacial en funcion del espacio disponible (Beverung et al., 1999; Lépez, 2007 y

Maldonado, 2006). A continuacion se describen las caracteristicas de cada uno de ellos.

1) Transporte de la proteina a la interfase o periodo de induccién

Generalmente el transporte de la proteina hacia la interfase se realiza por medio de difusion
y/o conveccion en flujo laminar o turbulento (Figura 1.7a), por lo tanto, la velocidad con la
que se transportan es igual a la velocidad con la que se difunden (Norde, 2003). La velocidad
con la que se difunden las proteinas a la interfase depende de su estado conformacional en la
solucion, de su radio hidrodindmico y su peso molecular (Abascal y Gracia-Fadrique, 2009);
considerando que durante esta etapa prevalecen las interacciones hidrofobicas, la estructura
nativa de las proteinas prevalece y ello conlleva a tener un periodo méas largo (Maldonado,
2006; German , 1990).

De igual manera el periodo de induccion frecuentemente se observa en soluciones donde la

concentracion de proteina es baja, ya que a altas concentraciones la velocidad de difusion es
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mayor por lo que requiere de menor tiempo para llegar a la interfase, y hay casos en los cuales

la concentracion es tan alta que el periodo es inexistente.

a. Transporte b. Penetracién ¢. Reorganizacion

Agua J‘ % K

Figura 1.7. Cinética de adsorcién de las proteinas (a) Transporte hacia la interfase (b) Periodo de
penetracién (c) Reorganizacién (Hartel, 1992).

Una forma de calcular el coeficiente de difusion y por lo tanto la velocidad de difusion es
mediante la representacion grafica de presion superficial (n) frente a la raiz cuadrada del
tiempo (0”) la cual debe ser lineal, se obtiene el valor de la pendiente y de aqui el coeficiente
difusivo (L6pez, 2007) y la ordenada al origen es el valor al equilibrio.

2) Periodo de penetracion
Una vez que las moléculas proteinicas han alcanzado la interfase, ésta va a comenzar a
saturarse ya que las cabezas polares (parte de la molécula con carécter hidréfilo) y colas no
polares (parte de la molécula con caracter hidrofobo) se orienta hacia el agua y hacia el aire
respectivamente, formando una monocapa como se esquematiza en la Figura 1.8 (cabe
mencionar que la imagen hace referencia a un surfactante de bajo peso molecular) (Battaner,
1993; Beverung et al., 1999). Esto hace que haya una rapida disminucion en la tension

superficial por varios minutos hasta que se alcanza un equilibrio.

Monocapa

Fase dispersa
(aire)

Jessessosesosseen

Fase continua
(agua)

Figura 1.8. Formacion de la monocapa. Las cabezas hidrdéfilas se orientan hacia el agua y las colas no
polares hacia el aire (Battaner, 1993).
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Sin embargo, en comparacion con los surfactantes de bajo peso molecular, las proteinas tienen
un reacomodo estructural al cual se le denomina “desnaturalizacion interfacial” (Figura 1.9) y
afecta a la velocidad de desorcion (kq, menor), es decir, el proceso de desorcion se hace mas
lento (Norde, 2003; Maldonado, 2006) ya que se optimizan las fuerzas de interaccion entre la
proteina y la interfase. Este fendmeno puede ser considerado el principio de la irreversibilidad

del proceso de adsorcion de las proteinas.

Fase kanl T Kan

continua

Interfase -
Nativa Reacomodo

Aire

Figura 1.9. Esquematizacion de la adsorcion y desorcion de las proteinas (Norde, 2003).

Si predomina este periodo, es indicador de que hay mayores cambios conformacionales en la
proteina, es decir un mayor reacomodo en la interfase.
En un polimero simple la velocidad de adsorcién puede ser expresada por la ecuacion 1.7:
dr Cp — Ceq (6)
dat 1 1

K ka(l_g)

(1.7)

;
donde cy, es la concentracion del soluto en la solucion y ceq es la concentracion en equilibrio
del soluto, ki es la constante de velocidad de transporte que depende de las condiciones
hidrodinamicas y del coeficiente de difusion y k, es la constante de velocidad de adsorciony 6
se define como I'/T'msx . La concentracion superficial I' = n/A, es el nimero de moles por
unidad de area. I'msx €S la concentracion superficial en exceso adsorbida cuando la interfase es
saturada con el surfactante (Norde, 2003).

El reacomodo en la estructura de la proteina en la interfase implica un aumento en el area
interfacial por molécula adsorbida (Figura 1.9), por lo tanto, la velocidad de adsorcion en este
caso se puede expresar como (ecuacion 1.8):

do
=Kl 1(2,0,,0,) ks, (1.8)

donde k; es la constante de velocidad del reacomodo vy la velocidad de adsorcion y desorcion
se definen como: 6, = nW/No Y 6, = np/No, es decir, el nimero de moléculas adsorbidas por el

nimero maximo de moléculas por unidad de area (No=aN) y el incremento del area esta
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definido como Ay/A,=a>1 (Norde, 2003). Suponiendo en un caso ideal que la velocidad de
desorcion cuando la molécula se reacomoda es menor que en forma nativa, que el incremento
del &rea @a> 1y 6, + 6, y se dé en un estado estacionario, se obtiene el siguiente modelo
(ecuacion 1.9).

K.,,(L—6, —ad,)c, =k,.0, +K,,0 (1.9)

p
Sin embargo, calcular la velocidad de adsorcién mediante estas ecuaciones es complicado, por
lo que existen métodos que son mas sencillos (Lépez, 2007), como por ejemplo con una
ecuacion cinética de primero orden (ecuacién 1.10):

|n(’”°°_”5} - ki*o (1.10)

T, — 7,

Donde m., mp Yy mg SOn respectivamente, las presiones superficiales en condiciones
estacionarias, al tiempo 6=0 y en cualquier tiempo, ki es la constante de la cinética de primer
orden.
Para obtener la constante de la cinéetica de primer orden (ki), se representa en una grafica el —

In (m.-me/m-10) €n funcion del tiempo y la pendiente es la ki.

3) Reordenamiento o periodo de saturacion
El régimen o etapa final consiste en el reordenamiento de las moléculas proteinicas en la
interfase. En caso de surfactantes de bajo peso molecular o moléculas proteinicas pequefias
(como las caseinas), asumen las siguientes configuraciones: a) tren los cuales estan
directamente en contacto con la interfase, b) bucle los cuales estdn en contacto con la fase
acuosa y c¢) cola segmentos de aminoacidos N- y C- terminales de la proteina (Figura 1.10),
para el caso de proteinas globulares éstas permanecen casi con su estructura nativa, a menos

que sean previamente desnaturalizadas (Fennema, 2000; Badui, 2006).

Interfase

Figura 1.10. Configuraciones de los polipéptidos en la interfase (Fennema, 2000; Badui, 2006).
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Este reacomodo provoca una lenta disminucion en la tension superficial, como se muestra en
la Figura 1.6; sin embargo, existen otros dos fendmenos que contribuyen a la disminucion de
la tensidn.
Cuando la interfase se satura hay continuos cambios en la conformacion de la proteina en la
misma, ésto provoca que las moléculas que quedan en la fase acuosa comiencen un proceso de
agregacion (formacion de micelas), y a tiempos suficientemente largos promueven la
formacion de un gel viscoso (Beverung et al., 1999; Maldonado, 2006).

e Fendmeno de agregacion
Cuando la interfase se encuentra totalmente saturada por las moléculas anfifilicas, es decir,
que la monocapa esté bien constituida, la tension superficial o interfacial practicamente ya no
variard y las moléculas que quedan en el seno de la solucién recurren a una segunda
alternativa energetica, que consiste en la agregacion espontanea o formacion de micelas
(Novelo-Torres y Gracia-Fadrique, 2005).
Una micela es una asociacion de moléculas, donde los grupos polares quedan en contacto con
el agua y las colas hidréfobas se retinen en el interior adoptando la forma esférica (Maldonado,
2006). La formacidn de estas estructuras micelares ocurre a partir de una cierta concentracion
de moléculas anfifilicas disueltas que se denomina concentracion micelar critica (CMC) y
ocurre simultaneamente en el momento de la saturacion de la interfase cuando la tension

superficial o interfacial es minima.

AIRE
Cola hidrofoba
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Figura 1.11. Formacion de micelas por moléculas anfifilicas al saturarse la interfase (Maldonado, 2006).
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Experimentalmente se puede determinar esta concentracion a traves de las curvas de tension
superficial o interfacial en funcién de la concentracion de moléculas anfifilicas en el medio
(Figura 1.11), pero existen otros métodos en donde se mide el punto de inflexion de alguna de
las propiedades fisicas de las superficie como la conductividad, la dispersion de luz,
solubilizacion, (Novelo-Torres y Gracia-Fadrique, 2005; Fong, 2007) en funcién de la
concentracion del proteina en la solucion

Debajo de la CMC, la proteina permanece en la solucion con su estructura nativa, sin
embargo, cuando se excede esta concentracion el nimero de micelas tiende a incrementar
(McClements, 2005), pero no cambia la forma o tamafio de las micelas individuales. Debido a
la formacion de micelas se producen cambios en las propiedades fisicoquimicas de las
moléculas anfifilicas ya que cuando tienen una estructura nativa, presentan una mayor
actividad superficial en comparacién de cuando es micela, dado a que su superficie esta
cubierta por las cabezas hidrofilas. Es por esta razon que la tension superficial o interfacial
disminuye con el incremento de las moléculas anfifilicas en la solucion, pero permanece casi
constante a concentraciones superiores a la CMC. Sin embargo la formacion de micelas
depende de ciertos factores que hace que incremente o disminuya, a continuacion se

mencionan los que mas influyen:

e Hidrofobicidad
Esta propiedad influye considerablemente en la formacion de micelas, ya que se conoce que
aquellas moléeculas anfifilicas que presentan una hidrofobicidad alta poseen una CMC baja,
debido a que en ellas predominan la deshidratacion y por lo tanto no hay buena interaccion
con el agua (McClements, 2005). Por ejemplo, las caseinas al tener una estructura flexible
tienen mas expuestos sus grupos hidrofobos en comparacion con las proteinas globulares que

son mas compactas, lo que hace que sean mas solubles y que por lo tengan una CMC mayor.

e Temperatura
Altas temperaturas favorecen la desintegracion de las micelas, lo que hace que aumente la
CMC. Sin embargo, si la temperatura se disminuye hasta cierto punto conocido como el punto
de Krafft la formacion de micelas cesa, pero hay formacion de precipitados formando una fase

microscopica separada y sucede antes de alcanzar la CMC (Fong, 2007).
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e Fendmeno de gelificacion interfacial
Al exceder la concentracion critica comienzan a existir interacciones con los agregados
adyacentes, es decir, las micelas interacttan entre si, el resultado es un gel amorfo como la

estructura de una red en la interfase, como se ilustra en la Figura 1.12 (Beverung et al., 1999).

Aire

Figura 1.12. Esquematizacién del proceso de gelificacion de proteinas globulares en la interfase aire-agua
en el periodo de saturacion (Beverung et al., 1999).

En soluciones donde la concentracion micelar critica no se excede, puede no existir agregacion
ni la formacion de la red gelificante, sin embargo para soluciones concentradas es muy
probable que ocurran estos fendOmenos ademas de que puede existir la formacion de

multicapas.

1.2.2.2 Factores intrinsecos
La adsorcion de la proteina en la interfase depende de varios factores intrinsecos como lo son:

a) Estructura de la proteina

La estructura juega un papel muy importante en la adsorcion de proteinas, se conoce que las
proteinas que mas rapidamente se adsorben en la interfase aire-agua son aquellas que
presentan estructura secundaria y primaria o sea flexible y alta actividad superficial como las
caseinas: fB-caseina, og-caseina (Zhang et al., 2004; Hartel, 1992), mientras que las proteinas
globulares como la lisozima, B-lactoglobulina y a-lactoalbimina se adsorben mas lentamente.

Sin embargo la estructura de las proteinas estd estabilizada por diferentes tipos de
interacciones. Para la adsorcion de la proteina en la interfase, es necesario desestabilizar la

estructura para que exponga sus grupos hidrofobos y haya una mejor unién con la fase

21



Capitulo 1. Antecedentes

continua (aire), por lo tanto es necesario conocer los diferentes tipos de interaccion, que se
muestran a continuacion:

e Interacciones de van der Waals

Las interacciones de van der Waals siempre ocurren en los sistemas dispersos, pero las que
predominan son las de fuerza de dispersion (London-Van der Waals), las interacciones
dipolares de orientacién e induccion (Debye-Keeson-Van der Waals) (Norde, 2003). Aunque
las fuerzas de van der Waals son extremadamente débiles, el gran nimero estas interacciones

en las proteinas hacen que sean significativas.

e  Puentes de hidrégeno

Las proteinas contienen grupos donantes y receptores de protones. EI medio ambiente en el
cual se encuentran las proteinas también contiene donantes y receptores de uniones de H* en
las moléculas de agua. La unién de H*, por lo tanto, ocurre no solamente en el interior de la
proteina sino también con el medio acuoso circundante (Fennema, 2000; Norde, 2003). Sin
embargo, quedan un poco marginados al haber otro tipo de interacciones mas fuertes como las

gue a continuacion se mencionan.

e Interacciones de Coulumb (electroestéaticas)

Las fuerzas electrostaticas son principalmente de tres tipos; carga-carga, carga-dipolo y
dipolo-dipolo (Fennema, 2000). Las interacciones carga-carga favorecen el plegamiento de la
proteina, al igual que las interacciones de carga-dipolo. Siendo éstas importantes en la

formacidn de la doble capa eléctrica.

e Interacciones hidrofobicas

Las interacciones hidr6fobas son las fuerzas responsables de la estructura de las proteinas en la
solucion (Hettiarachchy y Ziegler, 1994), ya que las interacciones hidrofobicas de las cadenas
apolares laterales de los restos de aminoacidos son la principal causa del plegamiento de las
proteinas globulares y en el caso de las proteinas con estructura secundaria la interacciones

hidrofobicas entre los residuos de aminoacidos sostienen la forma a-hélice y p-lamina.

e  Puentes disulfuro
Un puente disulfuro es un enlace covalente formado por dos grupos sulfidrilo (-SH), cada uno

de ellos perteneciente a un residuo de cisteina. La formacion de este enlace estabiliza la

22



Capitulo 1. Antecedentes

estructura tridimensional de la proteina, lo que dificulta la adsorcion en la interfase aire-agua,

por lo que se deben reducir al menos al 50% (Hettiarachchy y Ziegler, 1994).

b) Esquema de distribucion de los grupos hidrdfilos e hidr6fobos

Si la superficie de la proteina es extremadamente hidrdfila y no contiene zonas hidréfobas es

probable que no se adsorba y por lo contrario a medida que en la superficie de la proteina se

encuentren grupos hidréfobos se adsorberd méas rapido (Badui, 2006). En la Figura 1.13 se

esquematiza esta probabilidad, o sea entre mas grupos hidréfobos expuestos tenga la proteina

mas rapido se adsorbera.

Fase dispersa (aire)

ELy

Superficie Superficie apolar
hidrofila

Nilcleo hidréfobo

Interfase
i Probabilidad de Alta prababilidad
Nehay adsorcidn adsorcién moderada de adsorcién

Fase Continua

Figura 1.13. Representacion esquematica de la distribucién de los grupos hidréfobos e hidréfilos
(Fennema, 2000).

c) Interaccion entre la doble capa eléctrica

La superficie y la proteina en una solucion tiene cargas eléctricas e iones electrolitos, para que

sea mas rapida la adsorcion se deben de tener cargas opuestas ya que se atraen de forma mas

facil y por ende las proteinas se pueden enlazar mas rapido a la interfase (Hettiarachchy y

Ziegler, 1994; Norde, 2003), aunque algunas cargas queden dispersas en la solucién. De esta

forma se forma una doble capa eléctrica la cual sirve para retardar los mecanismos de

desestabilizacion de las espumas, ya que de cierta incrementa la viscosidad de la interfase.

+

+1® ®

Figura 1.14. Esquematizacién de la distribucién de cargas (Norde, 2003).
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En la Figura 1.14 se muestran las carga de la proteina y la superficie (con +/-), en (a) se
observan antes de ser adsorbida y en (b) después; los iones electrolito son indicados con ®/©
(Norde, 2003).

d) Cambios de hidratacion

Las propiedades de hidratacion de las proteinas adquieren un papel importante en la formacion
de la espuma ya que van a existir interacciones de la proteina con el agua. Esta propiedad
depende enormemente de la composicion de aminoacidos, por ejemplo se conoce que los restos
proteinicos con carga tienen una afinidad mayor al agua (Fennema, 2000). Ademas la
interaccion de los grupos polares de las proteinas con el agua se ven favorecidas por las
interacciones electrostaticas y los puentes de hidrégeno (Norde, 2003). Sin embargo, la
hidratacion de las proteinas se modifica cuando en el sistema existe una superficie apolar.
Como ya se menciond para que haya rapida adsorcion de las proteinas en la interfase deben
predominar los grupos hidrofobos en la superficie y éstos son apolares, por lo que es obvio que
debe predominar la deshidratacion.

Por lo tanto el cambio en la hidratacion de las proteinas dominan las fuerzas para la adsorcion.

1.2.2.3 Factores extrinsecos

Los factores que afectan la estabilidad de una espuma que se realiza a base de proteinas, son
importantes ya que se deben controlar para evitar los mecanismos de desestabilizacion, estos
son:
e pH

El pH es un factor que influye en la formacion y estabilidad de las espumas, sobre todo para
aquellas que se realizan con proteinas. En general, se conoce que las proteinas en el pH
isoeléctrico (pl), proporcionan una mayor capacidad espumante y estabilidad; debido a la
reducida presencia de interacciones de repulsion que favorece la interaccion proteina-proteina
(Badui, 2006, Hettiarachchy y Ziegler, 1994), que ayuda a la formacion de una pelicula con
una viscosidad mayor y por lo tanto mayor estabilidad. Seglin resultados de Zhang et al.,
(2004): el pH en el cual funciona mejor el concentrado de suero de leche para la formacion de
espuma es de 4.5 (cerca de su pl), ya que ambas fracciones proteinicas p-lactoglobulina y a-

lactoalbimina se adsorben a la misma velocidad en la interfase; en la leche descremada el pH
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en el que mejor funciona es el de 3 (cercano al pl). Sin embargo, el caseinato de sodio presenta
mejores propiedades espumantes en pH natural que en el pH isoeléctrico (Marinova et al.,
2009). Si la proteina no es soluble en el pH isoeléctrico, entonces no toda va a formar parte de

la espuma, lo que provocaré que la espuma sea escasa pero estable.

e Sales
El efecto de las sales sobre las propiedades espumantes de las proteinas depende del tipo de sal
y las caracteristicas de solubilidad de la proteina en esa solucién salina (Fennema, 2000;
Badui, 2006). Resultados de Zhang, et al., 2004, muestran que 2 mM de Ca®* no afectan la
adsorcion de proteinas de suero en la interfase, pero la disminuyen en las caseinas (o, Os1, K 'y
B). Las proteinas del suero incrementan su capacidad espumante en presencia de NaCl hasta
0.1 M y disminuye a mayor concentracion, mientras que en leche descremada (que tiene
también caseinas), la capacidad espumante se incrementa hasta 0.8 M de NaCl. Por arriba de
0.4 M de NacCl la concentracion de caseinas en la espuma aumenta, mientras las de proteinas

del suero disminuyen.

e Concentracion
A mayor concentracion de proteinas mayor estabilidad debido a que actuan como surfactantes
naturales que ayudan a la formacion de burbujas mas pequefas, debido a la presencia
simultdnea de regiones polares y no polares se incrementa la viscosidad y se forman
multicapas cohesivas de la pelicula de proteina en la interfase (Badui, 2006). La mayoria de

las proteinas presentan una buena estabilidad en un intervalo de 2 al 8%.

e Temperatura
Este factor influye mucho en las espumas realizadas con proteinas, ya que cuando éstas se
desnaturalizan por efecto del aumento de la temperatura, orientan los grupos hidrofilicos
(polar) e hidrofébicos (no polar) en la fase acuosa y no acuosa respectivamente (Borcherding
et al., 2008 a), lo que hace que se adsorban en la interfase méas rapido; sin embargo, si se
sobrecalienta pueden ocurrir reacciones proteina-proteina aumentando el peso molecular

dificultando asi su adsorcién en la interfase.
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e Lipidos
Los lipidos representan otro factor importante a considerar en la formacion de las espumas a
base de proteinas, debido a que las moléculas de grasa compiten con las proteinas en la
velocidad de adsorcién en la interfase aire/agua y se acentla cuando la concentracion de
grasas es mayor que 0.5% (Badui, 2006) ya que su superficie es méas activa que el de las
proteinas, lo que trae como consecuencia que la superficie no sea viscoelastica ocasionando la

coalescencia.

e Azlcares
La adicion de azucares suele afectar la capacidad espumante debido a que las moléculas se
despliegan menos dificultando la adsorcion en la interfase, sin embargo la estabilidad mejora
ya que incrementa la viscosidad de la pelicula que separa a las burbujas retrasando el
mecanismo de drenado, que ya se explico, y por lo tanto el colapso (Fennema, 2000).

1.3 Leche descremada en polvo

1.3.1 Definicion
Es el polvo uniforme sin granulos de color blanco amarillento, sabor y olor agradable que ha

sido deshidratado y que cumpla con las siguientes especificaciones Cuadros 1.4y 1.5:

Cuadro 1.4. Especificaciones sensoriales.
Especificaciones Caracteristicas
Blanco a ligeramente amarillento
Aspecto Sin impurezas
Ni granulos

Puro
Se admite un olor ligero a leche cocida

Puro
Sabor De ligero dulce a ligero amargo

Se admite un sabor a leche cocida
Fuente: NOM-155-SCFI1-2003.

Olor

Cuadro 1.5. Especificaciones quimicas (%6).
Especificaciones

Grasa butirica % 1.5 max.
Humedad % 4 max.
Proteinas % 34 min.

Caseina expresada en solidos lacteos no grasos % | 23.8 min
Fuente: NOM-155-SCFI-2003.
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1.3.2 Proceso de elaboracion

El proceso de fabricacion de la leche descremada en polvo comprende las siguientes etapas: se
parte de leche entera la cual cumple con los requisitos de calidad indicados en la NOM-155-
SCFI-2003, enseguida se somete a un proceso de refrigeracion hasta llegar a 5°C, para
prolongar la vida de la leche, después se descrema por centrifugacion separando la materia
grasa del resto de la leche, quedando del 0.04 a 0.07% de grasa, después se estandariza para
ajustar el contenido de grasa deseado. La siguiente etapa consiste en la pasteurizacion, la cual
se hace normalmente en un intercambiador de placas a 88°C por 3 minutos. Posteriormente la
leche se concentra hasta 45% de solidos, la evaporacion se realiza en evaporadores de pelicula
descendente a temperaturas de 45 a 50 °C. La leche concentrada pasa directamente al secador
por aspersion y se seca con aire caliente; la temperatura del aire de entrada es de 180-230 °C y
la de salida es de 70 -95 °C, el producto final tiene una humedad de 2-5 % (Varham y
Surherland, 1995). Finalmente se envasa en bolsas multilaminadas de triple papel kraft vy

bolsa interna de polietileno, para que mantengan la humedad.

1.3.3 Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas de la leche son importantes debido a que la leche descremada
hidratada es parte de la fase continua de las espumas que se realizaron. Es conocido que estas
propiedades dependen de la composicion asi como de factores externos como por ejemplo, la
temperatura de la muestra, sobre todo en la viscosidad y densidad ya que ambas propiedades
disminuyen al aumentar la temperatura (Alais, 1985), debido principalmente a la expansion

del agua; enseguida se resumen en los Cuadros 1.6 y 1.7 las de interés en este estudio:

Cuadro 1.6. Propiedades fisicoguimicas. Cuadro 1.7. Viscosidad de la leche descremada
Propiedad Magnitud | Unidades (mPa-s).
Temperatura

oH 65 _6.65 C) Leche descremada | Agua

i . 5 3.9 1.53

Densidad (20°C) 1.036 g/lcm 10 25 1.30

— — 20 1.9 1.006

Tension superficial | 42.3-52.1 | (mN/m) 20 135 0.80

Fuente: Alais, 1985. 50 0.6 0.55

Fuente: Alais, 1985.
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1.3.4 Proteinas de la leche

Como se observa en el Cuadro 1.5, uno de los componentes mayoritarios en la leche
descremada son las proteinas, que proporcionan la propiedad espumante que es el objeto de
estudio de este trabajo.

Las proteinas de la leche se suelen agrupar en dos grandes grupos, las caseinas que componen
el 80% del total y las proteinas del suero que representan 20% (Sting, 1997). En el Cuadro 1.8
se muestran la clasificacion de las proteinas en la leche descremada.

Cuadro 1.8. Clasificacion de las proteinas de la leche descremada.

Proteina Composicién de la leche descremada (g/L)
ag-Caseina 12-15
as-Caseina 3-4

B-Caseina 9-11
k-Caseina 2-4
B-Lactoglobulina 2-4
a-Lactoalbimina 0.6-17
Albumina sérica 0.4
Inmunoglobulina G1 0.3-0.6
Inmunoglobulina G2 0.05
Inmunoglobulina A7 0.01
Inmunoglobulina M 0.09
Componente de secrecién 0.02.0.1
Lactoferrina 0.02-0.1

Fuente: Badui, 2006.

La leche al contener una mezcla de proteinas flexibles y globulares es ideal para la elaboracion
de espumas, ya que las proteinas de las caseinas proporcionan una buena capacidad espumante

y las del suero suministran estabilidad.

1.4 Caseinato de sodio

1.4.1 Proceso de elaboracion

Las caseinas representan cerca del 80% de las proteinas de la leche, estan en forma de
complejos llamados micelas de caseina (Pitkowski et al., 2009). Son obtenidas mediante la
precipitacion con acidos de la leche descremada a pH de 4.6 y 20 °C (Fennema, 2000), durante
este proceso se destruye la estructura micelar de las caseinas; sin embargo, adn tienen un

porcentaje bajo de grasa por lo que se extrae con éter para después volver a precipitarlas con
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un &lcali para que queden puras; en este caso se neutraliza con hidroxido de sodio (Casanovay
y Cardonat, 2005; Jirgensons, 1958) posteriormente se someten a un proceso de secado el cual

generalmente suele ser por aspersidn, asi se genera lo que se conoce como caseinato de sodio.

1.4.2 Composicion

El caseinato estd compuesto de cuatro principales fracciones diferentes proteinas: ag-, os-, -
y K-caseina en una proporcion en peso aproximada de 4:1:4:1, respectivamente (Casanovay y
Cardonat, 2005). Su composicién de aminoacidos se muestra en el Cuadro 1.9:

Cuadro 1.9. Composicién de amino4cidos de las principales caseinas.

Aminoé&cido Os1 B K
Acido aspartico 7.3 4.3 7.3
Treonina 2.1 4.0 8.0
Serina 6.0 5.8 6.0
Ac. Glutdmico 21.3 21.1 18.3
Prolina 7.0 13.8 10.2
Glicina 2.2 1.2 0.6
Alanina 2.7 1.5 5.2
Cisteina 0.0 0.0 0.0
Cistina 0.0 0.0 1.1
Valina 4.6 7.8 5.7
Metionina 2.8 3.3 1.4
Isoleucina 5.3 4.7 7.1
Leucina 8.1 10.4 4.8
Tirosina 7.0 2.7 7.7
Fenilalanina 5.0 55 3.1
Triptofano 1.6 0.8 1.0
Lisina 7.6 5.9 6.1
Histidina 2.9 3.4 2.2
Arginina 4.0 2.6 4.1

Fuente: Badui, 2006.

Como se observa en el Cuadro 1.9 las caseinas son ricas en acido glutdmico y aspartico los
cuales suelen ser aminoacidos acidos, ademas de que ag- y B- caseina no contienen cisteina, la

cual es muy importante debido a que influye en la estructura.

1.4.3 Estructura

La estructura de las caseinas en general suele ser primaria (Figura 1.15), es decir, s6lo son
secuencias de aminodcidos lineales unidas de forma covalente a través de enlaces amidas
conocidos como enlaces peptidicos, esta estructura se debe a que contiene en su mayoria

aminoacidos desestabilizadores de la hélice-a.
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P — caseina

GIu-ScrI"Leu'StrP_‘Sch'Sch'Gln'Glu

Figura 1.15. Estructura de la g-caseina (Fennema, 2000).

El abundante contenido del aminoéacido prolina (Cuadro 1.9) y la reparticién de éste a lo largo
de la cadena peptidica, provoca impedimentos estéricos (Badui, 2006), es decir, que no formen
hélices-a y laminas-§ como estructura secundaria. Con excepcion de la k- caseina que presenta
pequefas porciones de hélice-a (Cheftel et al., 1989). Debido a esto se les puede considerar
flexibles.

1.4.4 Propiedades de las caseinas

Las caseinas presentan las siguientes caracteristicas:

e Debido a su estructura se les suele considerar “proteinas desnaturalizadas de origen” por lo
que resisten tratamientos térmicos altos sin sufrir alteraciones en su estructura.

e Poseen un alto grado de hidrofobicidad (Cuadro 1.10), por lo que presentan una mejor

adsorcion en la interfase en las espumas.

Cuadro 1.10. Propiedades de las fracciones del caseinato.

‘ )
Proteina %enel | Variante Peso Punto A% H"
(abreviacion . o molecular | . . . (kcal/residuo)
. caseinato | genética isoeléctrico | 1 cm
sugerida) (Da) @
os-Caseina 38.5 B 23,615 4.44-4 476 10.05 1,170
(a51-CN) ' C 23,542 10.03 1,170
os>-Caseina
10 A 25,226 1,111
(0s2-CN)
Al 24,023 1,322
B-Caseina
35.8 A2 23,983 4.83-5.07 | 4.6-4.7 1,335
(-BCN)
B 24,092 47 1,326
«-Caseina A 19,037 5.45-5.77 1,205
12.7
(x-CN) B 19,006 5.3-5.8 10.5 1,224

Fuente: Badui, 2006; Maldonado, 2006.
1. Absorbancia de una solucion al 1% medida con un paso de luz de 1cm a 280nm.
2. Hidrofobicidad promedio calculada utilizada energias libres de transferencia de cadenas laterales de
aminodcidos desde un ambiente organico a un ambiente de composicidn acuosa de varias proteinas.
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e El caseinato de sodio tiene un peso molecular de aproximadamente 250,000 Da (Daltones)
y sus particulas son cercanas a los 10 nm (Sting, 1997).
e El punto isoeléctrico es acido debido a la presencia de los amino4cidos con terminaciones

carboxilo.

1.4.5 Adsorcién en la interfase

Existen diversos estudios que explican que la funcionalidad de las proteinas es proporcionada
por la fraccion mas abundante (Carrera y Rodriguez, 2005; Abascal y Gracia-Fadrique, 2009;
Marinova et al., 2009). En el caseinato de sodio la mayor porcion son la ag-caseina y la -
caseina, éstas tienen una estructura similar (Figura 1.15) y debido a que en su composicién de
aminoécidos predomina la prolina, impide la formacién de estructura secundaria (Badui,
2006), por lo que se trata de moléculas flexibles; y debido a que los primeros 50 amino&cidos
son hidréfobos, tiene una buena afinidad por la fase dispersa (aire). Marinova et al. (2009),
propusieron la forma de adsorcion del caseinato de sodio en la interfase aire-agua la cual se

esquematiza en la Figura 1.16.

caseinatos

. . H natural H isoeléctri
(proteinas flexibles) pH hatura pr Isoelectrico

aire aire
) = L W ST l.:.- L
lea > Iy 23 % % agua Y4 YBAL agua
)

3y B
Ei_ 2] %_‘.l 'a(é_'.l

Figura 1.16. Adsorcidn del caseinato de sodio (Marinova et al., 2009).

A pH natural, el caseinato se puede representar como una capa interna compuesta en su
mayoria por residuos hidréfobos, que al penetrar en la interfase toma la configuracion de tren,
y una capa compuesta por residuos hidréfilos los cuales se extienden hacia la fase acuosa
como bucle o en forma de colas (Marinova et al., 2009). Pero en el punto isoeléctrico (pl), los
residuos hidréfilos no presentan carga y por lo tanto reducen ligeramente la superficie y en
consecuencia el area por molécula incrementa. Por lo que la disminucion de la capacidad
espumante y estabilidad al pl, no se debe s6lo a la precipitacion de las caseinas en la
superficie, sino también a la cobertura mas baja y la repulsion débil entre la superficie de la
pelicula delgada, que no puede garantizar la estabilidad de la pelicula y en consecuencia la

estabilidad de la espuma (Marinova et al., 2009).
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1.5 Concentrado de suero de leche
1.5.1 Proceso de elaboracién

Después de la separacion de las caseinas de la leche descremada el liquido restante es llamado
suero (Guyomarc'h et al., 2009) y constituye el 90% del volumen de la leche. Se han
desarrollado dos procesos que tienen la habilidad de extraer las proteinas del suero
preservando su integridad; estos procesos son microfiltracion en el cual las proteinas son
separadas fisicamente por un filtro microscdpico e intercambio i6nico en el que las proteinas
son extraidas considerando sus cargas especificas.

Comercialmente se conocen dos tipos, de aislado de proteina de suero (WPI por sus siglas en
inglés) y concentrado (WPC por sus siglas en inglés) y cada uno proporciona diferentes
propiedades funcionales (Meza et al., 2009).

Por su pH se pueden clasificar en tres tipos (LOpez et al., 2000): suero dulce (pH mayor a 5.8),
suero medio acido (entre 5.8 y 5.0) y suero acido (pH menor a 5.0).

1.5.2 Composicién

Su mayores componentes son la p-lactoglobulina, a-lactoalbumina y la albimina de suero
bovino y otros componentes menores como la inmunoglobulina, lactoferrina y polipéptidos
(Sting, 1997). La B-lactoglobulina y la a-lactoalbumina forman cerca del 70% del contenido
proteinico del suero y son responsables de la hidratacion, emulsificacion y propiedades
espumantes del suero (Nicorescu et al., 2008). En comparacién con la composicion de
aminodacidos de las caseinas el concentrado de suero de leche contiene un mejor balance
(Cuadro 1.11).

El conocimiento en la secuencia de aminoacidos ayuda a prever la estructura de las proteinas
del suero. Las proteinas del suero son ricas en aminoacidos azufrados que ayudan a mantener

los enlaces disulfuro y en consecuencia la estructura terciaria.
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Cuadro 1. 11. Composicién de aminoécidos de las proteinas del suero.

Aminoacido | B-Lg | a-Lac | Albdmina | Inmunoglobulinas
Acido aspértico | 10.2 | 17.1 9.4 8.1
Treonina 4.5 5.0 4.9 8.9
Serina 3.4 4.3 3.5 9.5
Ac. Glutamico 179 | 11.9 14.4 10.7
Prolina 4.3 1.4 4.1 8.4
Glicina 1.0 2.4 1.4 4.0
Alanina 5.5 15 5.0 3.8
Cisteina 0.6 0.0 5.5 2.7
Cistina 2.3 5.8 0.0 0.0
Valina 5.5 4.2 5.0 8.1
Metionina 2.9 0.9 0.7 0.8
Isoleucina 6.3 6.4 2.2 2.6
Leucina 13.8 | 104 10.6 8.3
Tirosina 3.6 4.6 4.6 6.0
Fenilalanina 3.3 4.2 5.9 3.5
Triptofano 2.1 5.3 0.5 2.4
Lisina 10.7 | 10.9 11.2 6.0
Histidina 15 2.9 3.3 1.8
Arginina 2.6 1.2 5.3 3.7

Fuente: Badui, 2006.

1.5.3 Estructura

Las proteinas del suero suelen tener estructuras globulares, es decir, son cadenas
polipeptidicas con estructura secundaria que se van plegando y compactando con un alto grado
de organizacion (Badui, 2006). Por ejemplo en la B-lactoglobulina contiene del 10 a 50% de
hélice a, 20 a 30% de enlaces B, 50 a 60% de lamina 3 y una estructura no ordenada (Figura
1.17); ademas contiene enlaces disulfuro que es lo que le imparte la estructura terciaria
(Cheftel et al., 1989).

Figura 1.17. Estructura de la g-lactoglobulina. Las flechas indican cadenas peptidicas de laminas-§ y los
cilindros hélice-o (Fennema, 2000).
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Debido a que hay un mejor balance de aminoécidos, los hidréfilos quedan en la superficie y

los apolares establecen una alta hidrofobicidad en el centro de la molécula, por lo que son muy

solubles.

1.5.4 Propiedades de las proteinas del suero de leche

Las propiedades se resumen en el Cuadro 1.12.

Son solubles en un intervalo de pH amplio debido a que en la superficie contiene méas
aminoacidos hidréfilos que hidréfobos.

La hidrofobicidad es baja en forma nativa debido a la estructura globular, es decir, los
grupos hidr6fobos se encuentran dentro de la estructura y si no se desnaturaliza, la
conformacién no cambia.

Son termosensibles (la temperatura critica para desnaturalizar la B-lactoglobulina es

60°C).
Cuadro 1.12. Propiedades de las proteinas del suero de leche.

% en el 1% H®

. suero | Variante Peso Punto A (kcal
Proteina f: molecular | . o lcm .
de genética isoeléctrico Iresiduo)
(Da) &)

leche @)

A 19,363 5.13 9.6 1,211
B-Lactoglobulina 45

B 18,277 5.13 10-9.6 1,217
a-Lactoalbumina 25 B 14,178 4.2-4.5 20.1-20.9 1,120
Albumina sérica 5 A 66,399 4.7-4.9 6.3-6.9 1,120

Inmunoglobulina G1 161,000 5.5-6.8 13.6

Inmunoglobulina G2 150,000 7.5-8.3 13.6

13
. 385,00-

Inmunoglobulina A7 417000 12.1

Inmunoglobulina M 1,000,000 12.1

Componente de 9 63,750 155

secrecion

Lactoferrina 3 76,110 8.81 9.91 1,053

Fuente: Badui, 2006; Tosi et al., 2007.

1. Absorbancia de una solucion al 1% medida con un paso de luz de 1cm a 280nm.
2. Hidrofobicidad promedio calculada utilizada energias libres de transferencia de cadenas laterales de
aminodcidos desde un ambiente organico a un ambiente de composicion acuosa de varias proteinas
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e No contiene cargas eléctricas extremas

e EIl peso molecular varia entre los 14,000 y 1, 000,000 Da (daltones), siendo mas
grandes que las proteinas del caseinato, por lo que se afecta la velocidad de difusion
hacia la interfase aire-agua.

e Las propiedades reoldgicas de los agregados estan relacionadas con el tamafio y forma
de la molécula. La mayor parte de las proteinas del suero son pequefias y su estructura
es globular, por lo tanto como solucién nativa el suero presenta baja viscosidad (Meza
et al., 2009).

1.5.5 Adsorcioén en la interfase

Marinova et al. (2009), propusieron la forma de adsorcion de las proteinas del suero
concentrado en la interfase aire-agua (Figura 1.18). A diferencia del caseinato de sodio donde
las caracteristicas superficiales las otorga el componente de mayor concentracion, en este caso
hay controversia en ello, ya que se ha encontrado que si hay un cambio en las porciones de las
dos principales proteinas del suero (B-Lactoglobulina y a-lactoalbumina), las propiedades
superficiales cambian. Sin embargo para fines practicos ambas son proteinas son globulares

por lo que la adsorcion seria de la siguiente manera.

WPC

{proteinas globulares)  pH natural pH isoeléctiico

aire aire

. =<TI {;_é"“\ e & aaco"c’).'.
moon ReZzed e agua Lo “9/\e o/ AW

Figura 1. 18 Adsorcidn del concentrado del suero de proteina (Marinova et al., 2009)

En la Figura 1.18 se observa que no se modifica tanto la estructura de las proteinas globulares
al adsorberse en la interfase, debido a las interacciones que persisten internamente. Zhang et
al., (2004) encontraron que el pH influye en la adsorcién de las proteinas del suero, ya que a
pH natural las carga neta es negativa igual que las caseinas, por lo que predominan las fuerzas
de repulsion haciendo estable la estructura, sin embargo a pl, disminuye la carga negativa

desestabilizando la estructura (Marinova et al., 2009).
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Capitulo 2. Metodologia de investigacion

Enseguida se presenta una descripcion detallada de los objetivos e hipotesis que se estudiaron

en esta investigacion, asi como de las actividades realizadas.
2.1. Objetivo general

El objetivo de este proyecto fue determinar el efecto de la concentracion de los agentes
espumantes reforzantes, caseinato de sodio (1-5%) y concentrado de proteina de suero de
leche (5-15%), en las propiedades espumantes de la leche descremada en polvo (10%), a
través de las propiedades de la fase continua y de las espumas formadas, para proponer
alternativas en la mejora de las propiedades espumantes de alimentos aireados a base de leche

descremada en polvo.
2.1.1 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto de la concentracion de la leche descremada (10-25%), en las
propiedades espumantes que proporcionan las proteinas originarias de ésta, evaluando las
propiedades fisicas y fisicoquimicas (p, pH, u, y) y espumantes (rendimiento, densidad,
didmetro de la burbuja, volumen del liquido drenado y estabilidad a través de la dispersion

de luz) de la fase continua y de la espuma, respectivamente.

2. Determinar el efecto de la concentracion del caseinato de sodio (1-5%), en el
reforzamiento de las propiedades espumantes de la leche descremada, evaluando las
propiedades fisicas y fisicoquimicas (p, pH, p, y) y espumantes (rendimiento, densidad,
didmetro de la burbuja, volumen del liquido drenado y estabilidad a través de la dispersion

de luz) de la fase continua y de la espuma, respectivamente.

3. Determinar el efecto de la concentracion del concentrado de suero de leche (5-15%), en
el reforzamiento de las propiedades espumantes de la leche descremada, evaluando las
propiedades fisicas y fisicoquimicas (p, pH, u, Y) y espumantes (rendimiento, densidad,
didmetro de la burbuja, volumen del liquido drenado y estabilidad a través de la dispersion

de luz) de la fase continua y de la espuma, respectivamente.
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2.2 Materiales

Se utiliz6 leche descremada (LD) marca Darigold (4.9% humedad), la cual fue obtenida por
pasteurizacion, condensacion y secado, lote No. 310603; caseinato de sodio (Cas-Na)
adquirido en Nutrer S.A de C.V. (7.1 % humedad), el cual se obtiene de la precipitacion acida,
neutralizacion con hidroxido de sodio y secado, lote No. 0773Q y concentrado de suero de
leche (WPC por sus siglas en inglés) marca Darigold (35% proteina y 5.9% humedad)
obtenido mediante un proceso de ultrafiltracion por membrana, lote No. 310732. Se realizaron
muestas de leche descremada (10-25 %), mezclas de 10% de LD reforzadas con 5-15 % de
concentrado de suero de leche (WPC) y LD10% adicionadas con 1-5% de caseinato de sodio
(Cas-Na).

2.3 Actividad preliminar
e Determinacion del tiempo y velocidad de batido

Justificacion: Fue importante esta determinacion ya que influyen sobre las propiedades
espumantes de la proteinas. El batido debe realizarse a una velocidad y tiempo moderado para
producir una espuma con burbujas pequefias, lo anterior se logra por las fuerzas de cizalla que
predominan en el batido, consiguiendo una mejor dispersion uniforme del gas y la
desnaturalizacion parcial de las proteinas. Por el contrario si la velocidad y el tiempo son altos
se lleva a cabo un “sobrebatido” teniendo como consecuencia la agregacion y precipitacion de
las proteinas (Cheftel et al., 1989; Fennema, 2000)

Procedimiento:

1. Preparacion de las muestras
e LD (10, 15, 20y 25 %)
e LD10% - WPC (5, 7.5, 10, 12.5y 15 %)
e LD10%- Cas-Na (1, 2, 3, 4y 5 %)

a. Las muestras fueron preparadas a pH natural en porcentaje w/w (masa/masa).
b. Se peso la cantidad requerida para cada concentraciéon y se disolvieron en el agua

destilada utilizando un agitador magnético (Tampiente aproximadamente por 5 min).
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Nota: Se sigue el mismo procedimiento para la preparacion de las muestras de las
distintas proteinas que se estudiaron en este trabajo.
2. Una vez obtenida la muestra, se batié por diferentes tiempos y velocidades
e Tiempo (5y 25) min.
e Velocidades (alta 6 y baja 4).

Las espumas se formaron usando una batidora planetaria modelo
K5SS, KitchenAid Inc., Michigan, U.S.A. (Figura 2.1), con el
mezclador de globo de alambre (batidor K4A5WW).

Figura 2. 1 Batidora planetaria

3. Una vez obtenida la espuma, se paso a un vaso de precipitados y se midié el volumen

que alcanzo la espuma.

Secuencia de calculo

1. Con los datos obtenidos se calculod la capacidad espumante o rendimiento mediante la

siguiente expresion (ecuacion 2.1) (Badui, 2006):

(Volumen de la espuma) — (Volumen inicial del liquido) *100 (2.1)

Capacidad espumanteg%) =
P P %) Volumen inicial del liquido

2. Se grafico la capacidad espumante (%) en funcion de tiempo (min) y de la velocidad.

3. Se selecciono el tiempo y la velocidad que produjeron mayor capacidad espumante.

2.4 Propiedades de la fase continua
2.4.1 Densidad

Instrumento: Densimetro digital DA-110M, Mettler-Toledo

NuUmero de eventos: 3
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Fundamento: Se basa en el principio de un tubo en forma de "u" que tenga una frecuencia
resonante que sea inversamente proporcional a la raiz cuadrada de su masa. EIl volumen del
tubo lo da el instrumento; mientras que la densidad de la muestra liquida llenada en el tubo en

forma de "u" se calcula de su frecuencia resonante (Lewis, 1993).

Procedimiento:

1. Se expulso el aire del tubo de medicion y se verifico

Boton de | __Pantalla

succién y de lectura la calibracion del densimetro con agua destilada.
expulsién
2. Se llend el tubo U de medicién (Figura 2.2) con la
Panel de .
control muestra a medir.
3. Setomd la lectura de densidad (g/cm?).
T 4. Se repitio el procedimiento.

| —Conexién del tubo 1

Conexién del tubo 2

Figura 2.2. Densimetro digital

2.4.2 pH

Instrumento: Potencidmetro manual, Testr 3, Oakton

NuUmero de eventos: 3

Fundamento: Sus componentes esenciales son un electrodo de vidrio, un electrodo de
referencia y un voltimetro calibrado para poder leer directamente en unidades de pH. El
electrodo de vidrio se basa en una propiedad singular de una fina membrana de un vidrio
especial, que hace que se establezca un potencial a través de la membrana cuando ambos lados
de la misma se hallan en contacto con disoluciones en las que las concentraciones de iones

hidrogeno son diferentes.

Procedimiento:

Se calibro el potencidometro utilizando una solucion amortiguadora (pH 7 y pH 4).
Se coloco una pequefia muestra en un vaso de precipitados de 100 ml.

Se introdujo el electrodo en la muestra.

Se tomoé la lectura.

M w e
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2.4.3 Viscosidad

Justificacion. Al aumentar la viscosidad de la muestra (fase continua) se dificulta la
movilidad de las burbujas impidiendo que se aproximen, evitando asi fendmenos de

desestabilizacion y haciendo mas duradera la espuma.

Instrumento: Viscosimetro Ostwald.

NuUmero de repeticiones: 15

Fundamento: Mide el tiempo requerido para que un volumen determinado de liquido fluya
entre dos marcas por un capilar desde un bulbo reservorio. Por comparacion de dos liquidos,
uno de viscosidad conocida como el agua o por la medida de una solucién con un polimero y
su relacion con la del solvente puro en el mismo instrumento, las viscosidades relativas se
obtienen facilmente (Alvarado, 2001). Debido a la pequefia fuerza hidrostatica que actua por
accion de la gravedad, las medidas estan restringidas a liquidos de viscosidad baja.

Procedimiento:

1. El viscosimetro bien limpio se llend con la muestra hasta
la mitad de A (Figura 2.3).

2. Se succionod la muestra (fase continua) por C hasta que

!:-‘.TD* lleg6 a D, y se mantuvo tapado C (Figura 2.3).
' 1 3. Se destap6 C y se midié el tiempo que tardo la muestra
B\'I (fase continua) en recorrer la distancia 1 — 2.
2 4. Se realizd la misma medicién con el agua como fluido de
\\ \‘\ referencia para poder calcular la viscosidad de la
muestra.
. ﬂ: \ NOTA: se realiz6 15 repeticiones debido a la imprecision que

\\qy‘ presento la medicion del tiempo.

Figura 2.3. Viscosimetro de Ostwald.
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Secuencia de calculo.

a) Se realiz6 un promedio de los tiempos registrados por la muestra (fase continua) y el
fluido de referencia (agua destilada).

b) Conociendo la densidad de la fase continua (experimentalmente), el tiempo que tardd
en fluir por el tubo capilar, la viscosidad y densidad del fluido de referencia (tablas), se
sustituyd en la ecuacion 2.2, obteniendo asi la viscosidad relativa (Alvarado, 2001):

_ ”alimento (talimento)(palimento) (22)
nagua (tagua)(pagua)

n relativa =

c) Con la viscosidad del agua y la viscosidad relativa a la misma temperatura (25°C), se
determind la viscosidad de la muestra (fase continua) sustituyendo los datos en la
ecuacion 2.3 (Alvarado, 2001).

(2.3)

— *
nmuestra - nrelativa nagua

2.4.4 Tension superficial

Justificacion: esta propiedad es importante en las espumas ya que entre mas disminuye la
tension superficial méas facil se crea un area superficial, con lo cual se obtiene una mayor
capacidad espumante ya que es capaz de retener mas aire y por lo tanto formar mas burbujas
(Schramm, 2005; Lewis, 1993).

Instrumento: Tensidémetro PAT-1 Sinterface

NuUmero de eventos: 3

Fundamento: El principio se basa en el método de la gota pendiente, es decir, se toma la
imagen de una gota, se amplia y se mide el diametro maximo (dn,) y el didmetro menor (dy) a
la distancia dy, de la base de la gota (Figura 2.4). El calculo de la tension superficial esta
descrita por la ecuacion Young-Laplace, pero el software realiza la transformacién y

proporciona el valor de tension superficial.

41



Capitulo 2. Metodologia de investigacion

S B —(F)

Figura 2. 4 Gota pendiente
2.5 Propiedades de las espumas

2.5.1 Densidad

Justificacion: Es una propiedad fisica importante en las espumas ya que al incorporar aire ésta
disminuye, ademas que junto con el diametro de la burbuja ayudan a determinar el aspecto de
la espuma e influyen en las propiedades reoldgicas (Mufioz y Silva, 1995).

Instrumento: Cajas de petri
NuUmero de eventos: 3

Fundamento: Unidad de masa (determinada por gravimetria) contenida en unidad de
volumen (Lewis, 1993; Ramirez, 1996).

Procedimiento:

1. Se determind el volumen de las cajas Petri.
a. Se midio el diametro interno y la altura de las cajas con un Vernier digital.
b. Se calculo el volumen mediante la formula 2.4:

Volumen de la caja Petri= 7z (r*)(h) (2.4)

2. Se tomo el peso de la caja Petri vacia.
3. Se llené completamente las cajas Petri con la espuma y se tomo el peso.

4. Se calculd la densidad por medio de la siguiente relacion (ecuacion 2.5):

masa de la espuma
volumen de la espuma

Densidad (p) = (2.5)

Donde:

masa de la espuma= (peso de la caja con la espuma) — (peso de la caja vacia)
Volumen de la espuma es el de la caja de Petri
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Tamarno de la burbuja y estabilidad

Justificacion: Estas propiedades fisicas son importantes en las espumas ya que evaluandolas
se obtiene informacion acerca de cdémo actlan las proteinas y los agentes espumantes
(caseinato de sodio y suero de leche); dado a que a mayor tamafio de las burbujas menor
estabilidad (Borcherding et. al., 2008b).

2.5.2 Diametro de la burbuja

Instrumento: Microscopio dptico, Olympus CX31

Burbujas a medir: Aproximadamente 100

Fundamento: Un microscopio dptico se trata de un instrumento que contiene una o varias
lentes que permiten obtener una imagen aumentada del objeto y que funciona por refraccién

de luz.

Procedimiento:

1) Se coloco cuidadosamente una muestra pequefia de la espuma en el portaobjetos.
2) Se cubrio la muestra con un cubreobjetos.
3) Se enfoco el microscopio en el objetivo deseado (10x) (Cox et al., 2009).

4) Se midi6 al azar las burbujas; 100 burbujas por espuma (Borcherding et. al., 2008b).

2.5.3 Drenado en copas de estabilidad

Instrumento: Copas de estabilidad
Numero de eventos: 3

Justificacion: El drenado del liquido en la espuma es un factor importante debido a que entre
mayor porcentaje de drenado menor estabilidad.
Las copas de estabilidad son instrumentos que se idearon con la finalidad de
cuantificar mas facilmente el volumen de liquido drenado de la espuma,
controlando el volumen o peso inicial de la esta. Debido a que introducir la

espuma en una probeta resulta dificil.

Una copa de estabilidad resulta de la union de un vaso de precipitados de
150ml a una probeta de 10ml (Figura 2.5).

Figura 2.5. Copa de estabilidad
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Procedimiento:
1. Una vez obtenida la espuma, se pasd (150ml) con mucho cuidado a la copa de

estabilidad.

2. Se midi6 el volumen del liquido drenado cada 5 minutos.

3. Se realizaron graficas del volumen de liquido drenado en funcién del tiempo.

2.5.4 Estabilidad a través de la dispersion de luz

Instrumento: Turbiscan MA2000, Formulaction

NUmero de eventos: 3

Fundamento: EI funcionamiento del equipo, consiste en la dispersion de luz, al hacer incidir
una cantidad de energia en forma de fotones a través de la solucion que se va a analizar. Una
parte de la energia incidente logra atravesar la muestra y es detectada mediante un diodo, se
dice que es la energia transmitida. Por el contrario, la energia que no logra atravesar la muestra
se le llama energia de retrodifusion. La prueba en el Turbiscan MA 2000, Formulaction, es un
barrido de energia luminosa a lo largo de la longitud de un tubo de ensayo en el que se
encuentra la muestra. En el tiempo se registra la evolucion de la sefial de transmision y retro-
difusion, la interpretacion de la secuencia que muestra la sefial permite determinar si la
espuma es estable o si ésta sigue un mecanismo de desestabilizacion (Cox et al., 2009;
Uscanga, 2007).

Procedimiento:

1. Se coloco aproximadamente 7 ml de la espuma en el tubo.

2. Se program0 el software para que se realizaran los barridos o scans de luz de
transmision y retrodispersion, cada determinado tiempo:

e Espumasde LDy LD10%- WPC 90 lecturas (scans), cada 2 minutos
e Espumas de LD10%- Cas-Na 30 lecturas (scans), cada 2 minutos.

3. A partir de los barridos, se obtuvieron perfiles de luz trasmitida y retrodispersada en
funcion de la longitud de la muestra asi como del tiempo. En éstos se identificaron
zonas de drenado de liquido (pico en la zona de retrodispersidn, en la parte inferior del
tubo), maduracién de Ostwald (disminucion de la luz retrodifundida, con picos

irregulares) y colapso de la espuma (picos de transmision en la parte superior del tubo).
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4. Con ayuda del software, se obtuvieron cinéticas de espesor absoluto de cada zona
(curvas del espesor con respecto al tiempo).

5. Los datos de las cinéticas se exportaron a excel y se ajustaron a diferentes modelos
(lineal y logaritmico)

2.6 Andlisis estadistico

Los resultados fueron presentados como media, desviacién estandar y coeficiente de variacion.
La media es el nimero que se obtiene al dividir la suma de todas las observaciones por el
namero de ellas. La desviacion estandar (s), es un pardmetro que mide que tan desviado o
separado esta cada resultado obtenido respecto a la media. El coeficiente de variacion (% CV)
indica en términos porcentuales, la dispersion de una serie de datos respecto al valor medio.
Cuando el valor del CV es igual a 0, no existen diferencias entre los puntos, resultando
entonces una distribucion totalmente homogénea. Valores de CV entre 0 y menores 10% son
resultados muy buenos, entre 10% y menores de 15% son resultados aceptables, valores

mayores de 25% son resultados malos y se puede rechazar los resultados (Devore, 2005).

Analisis de varianza

Se aplico el andlisis de varianza (Anova) de una via para establecer el efecto de la
concentracion y tipo de proteina sobre las propiedades de la fase continua asi como de las
propiedades espumantes (Devore, 2005). Para tal efecto se eligio el nivel de significancia o <

0.05. EIl Anova se ejecuté mediante el programa Minitab®.

En aquellas propiedades en las que se mostré un efecto significativo (a < 0.05), se utilizo el
método de las comparaciones multiples de Tukey para identificar diferencias entre las medias.

De igual manera se ejecuté en el programa Minitab®.
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Capitulo 3. Resultados y analisis de resultados
3.1 Actividad preliminar
e Estandarizacion del método de batido

Se seleccion6 el método de batido para la obtencion de espumas, ya que es el mas comin pues
permite conseguir una dispersion del gas mas uniforme.

Fue necesario estandarizar el método de batido ya que influye en las propiedades espumantes,
el método se ajustd determinando el tiempo y la velocidad a la que se prepararon las espumas.
Se eligio el método de batido con base en la capacidad espumante, debido a que es una de las
propiedades que mas afecta, dado a que si se aplica un tiempo corto y una velocidad baja no se
dispersa bien el aire y no se logran grandes rendimientos o capacidad espumante, por el
contrario si se lleva a cabo un “sobrebatido” hay agregacion y precipitacion de las proteinas
(Cheftel et al., 1989; Fennema, 2000), por lo que disminuye la capacidad espumante.

En la Figura 3.1 se muestran los resultados obtenidos al variar la velocidad y el tiempo de
batido, cabe mencionar que sélo se variaron dos velocidades y dos tiempos, ya que son los que
se han encontrado reportados en otras investigaciones (Davis y Foegeding, 2007; Rouimi et
al., 2005; Zhang et al., 2004).

Se realizaron espumas de leche descremada al 10% (LD10%), leche descremada con
caseinato de sodio al 3% (LD10%-Cas-Na 3%) y leche descremada con concentrado de suero
de leche al 10% (LD10%-WPC 10%), estas concentraciones corresponden a los valores
medios de concentracion de las muestras de estudio. También se probaron dos caseinatos de
diferente proveedor (Internacional de Quimicos y Nutrer S.A. de C.V.) con la finalidad de
seleccionar solamente uno.

Se puede observar en la Figura 3.1, que a la velocidad baja, 4 durante 5 minutos, se logré el
menor rendimiento (28%) para LD10%, en tanto que a la misma velocidad durante 25
minutos, se alcanz6 un valor maximo de 328%, para el caseinato de sodio de la marca Nutrer
S.A. de C.V., mientras que a velocidad de batido alta 6, durante 25 minutos para el mismo
caseinato se obtuvo una capacidad espumante de 777.3%, la cual fue la maxima para las
muestras estudiadas. Por lo tanto, se decidié utilizar la velocidad alta de 6 y el tiempo de 25
minutos para la formacion de las espumas, ya que fueron las condiciones en las que se obtuvo

mejor capacidad espumante en los casos evaluados.
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Figura 3.1. Efecto de la velocidad y tiempo de batido en la capacidad espumante de la leche descremada
(LD) y reforzadas con caseinato de sodio,( Cas-Na) y concentrado de suero de leche, (WPC).

En cuanto a los caseintos estudiados, el que era del Proveedor Internacional de Quimicos
presento un rendimiento maximo de 553.33 %, mientras que el caseinato del proveedor Nutrer
S.A. de C.V., presentd una capacidad espumante maxima de 777.33%, por lo que se decidio
seleccionar este ultimo.
Determinar el tiempo y velocidad de batido fue importante, ya que con ello se logré un mejor
desempefio de las proteinas, ademas de que se eliminaron como variables independientes.
Una vez establecido el método de batido se procedié a realizar las mediciones de acuerdo a los
objetivos planteados en este estudio.
Para tener una mejor compresion del efecto de la concentracion de los agentes espumantes
reforzantes (Cas-Na y WPC), en las propiedades espumantes de la leche descremada en polvo,
se analizaron las propiedades fisicas y fisicoquimicas de la fase continua de todas las muestras

de estudio y posteriormente las propiedades espumantes.

3.2 Propiedades de la fase continua

Las propiedades fisicas y fisicoquimicas de la fase continua son importantes debido a que
influyen en la formacion y estabilidad de las espumas, por ello se evaluaron y a continuacion

se presentan los resultados.
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3.2.1 Densidad

En el Cuadro 3.1 se presentan los resultados de la densidad asi como la desviacion estandar (s)
y el coeficiente de variacion (CV) expresado en porcentaje. La densidad es el promedio de las
tres réplicas que se realizaron a las muestras. La medicién se realiz6 a 25 °C y se utiliz6 un
densimetro digital, ya que es méas preciso.

Cuadro 3.1. Efecto de la concentracion de proteina y tipo de agente espumante en la
densidad de la fase continua (T 25°C).

Muestra Densidad (g/cm®)* | s | % C.V.
LD 10% 1.036° 0.001| 0.06
LD 15% 1.053° 0.001| 0.05
LD 20% 1.072°¢ 0.001| 0.05
LD 25% 1.090 ¢ 0.002 | 0.18
LD10% - WPC 5% 1.054° 0.001] 0.09
LD10% - WPC 7.5% 1.060 ° 0.002| 0.20
LD10% - WPC 10% 1.071°¢ 0.001| 0.05
LD10% - WPC 12.5% 1.081 ¢ 0.003| 0.23
LD10% - WPC 15% 1093° 0.000| 0.00
LD10% - Cas-Na 1% 1.039° 0.002] 0.22
LD10% - Cas-Na 2% 1.043° 0.001| o011
LD10% - Cas-Na 3% 1.047 ¢ 0.000| o0.00
LD10% - Cas-Na 4% 1.050 ¢ 0.001| o0.06
LD10% - Cas-Na 5% 1.053 d 0.000 0.00

Nota:* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 95% de confianza,
para cada grupo de proteina reforzante

En general, se observa que la desviacion estandar es baja y por lo tanto el coeficiente de
variacion es bajo, en todos los casos es menor al 1% por lo que los resultados se consideran
confiables. La densidad de las soluciones proteinicas aumenta conforme la concentracion de
solidos aumenta, lo que concuerda con lo reportado para leche (Alais, 1985).

La densidad se ve afectada principalmente por la concentracion de elementos disueltos y en
suspension; por ello cuando hay 15% de sélidos, la densidad es igual a 1.053 g/cm® para la
leche descremada y también en el caso de la mezcla de leche descremada 10% con caseinato
de sodio 5%, mientras que la mezcla de leche descremada 10% con concentrado de suero de
leche al 5% presenta una densidad de 1.054 g/cm®, que es muy similar a la anterior. Las
muestras que menor densidad presentaron fueron las realizadas con caseinato de sodio, debido

a que se agregaron concentraciones en un intervalo de 1-5%.
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Cabe mencionar que se realizaron por separado los anélisis estadisticos, es decir, por un lado
la leche descremada a las diferentes concentraciones estudiadas, luego a las que se adiciond
concentrado de suero de leche y por Gltimo, las reforzadas con caseinato de sodio; ya que al no
tener las mismas concentraciones no se pueden comparar estadisticamente

El andlisis estadistico realizado para cada agente espumante (Anova 1 via-Tukey), revela la
existencia de diferencias significativas (a < 0.05) en las densidades por efecto de la
concentracion y tipo de proteina, es decir, que al aumentar de concentracion aumenta la
densidad para las muestras de leche descremada y las que fueron reforzadas con concentrado
de suero de la leche, sin embargo para las muestras adicionadas con caseinato de sodio, a las
concentraciones de 3 y 4% no hay diferencia estadistica significativa y por lo tanto se pueden

considerar similares.

322 pH
En el Cuadro 3.2 se muestra el promedio de las réplicas que se realizaron del pH a las
muestras de leche descremada asi como las reforzadas con Cas-Na y WPC, la desviacion

estandar (s) y el porcentaje del coeficiente de variacion. La medicion se realiz6 a 25 °C.

Cuadro 3.2. Efecto de la concentracién de proteina y tipo de agente espumante en el
pH de la fase continua (T 25°C).

Muestra pH* S % C.V.
LD 10% 6.59% [ 0.006 | 0.088
LD 15% 6.49"° [ 0.006 | 0.089
LD 20% 6.45° | 0.006 | 0.089
LD 25% 6.43% [ 0.006 | 0.090

L D10%. WPC 5% | 652° [ 0012 0.177
LD10% - WPC 7.5% | 6.41° | 0.006 | 0.090
LD10% - WPC 10% | 6.35° | 0.006 | 0.091
LD10% - WPC 12.5% | 6.34° | 0.012 | 0.182
LD10% - WPC 15% 63291 0.000] 0.000

LD10% - Cas-Na 1% | 6:60" | 0.006 | 0.088
LD10% - Cas-Na 2% | 6.49° | 0.006 | 0.089
LD10% - Cas-Na 3% | 6.50° | 0.000 | 0.000
LD10% - Cas-Na4% |6.52° | 0.000| 0.000
LD10% - Cas-Na5% | 6539 [ 0.000| 0.000

Nota:* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 95% de confianza,
para cada grupo de proteina reforzante
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En general se observa que no hubo variacién considerable de las tres réplicas que se
realizaron, ya que la desviacion estandar es baja el coeficiente de variacion fue inferior al 1%,
por lo que los resultados pueden considerarse confiables. Asimismo, el intervalo de pH para
todas las muestras oscilo entre 6.32 a 6.6, valores ligeramente menores a los reportados por
Alais, (1985) y Borcherding et al., (2008 b) 6.6 a 6.8 para leche entera.

El analisis estadistico de igual manera se realiz6 por separado, para las muestras que contenian
leche descremada, concentrado de suero de leche y caseinato de sodio, en cada uno se observo
la existencia de diferencias significativas (o < 0.05) en el pH por efecto de la concentracion y
tipo de proteina. Para las muestras de leche descremada, al aumentar la concentracion
disminuyo el pH y estadisticamente son diferentes entre si.

En el caso de las muestras reforzadas con concentrado de suero de leche, estadisticamente son
diferentes a la leche descremada de 10% (que es la base de todas las muestras) y hubo una
disminucion en el pH al aumentar la concentracion; sin embargo, en las concentraciones de 10
y 12.5% no se observo diferencia estadistica entre ellas, o sea que no influye el aumento de la
concentracion en el pH.

Finalmente para las muestras adicionadas con caseinato de sodio no hay diferencia estadistica
con la leche descremada al 10%, o sea, el pH es el mismo, aunque entre si, la concentracion de
1% de Cas-Na fue diferente estadisticamente de todas las de mayor concentracion de caseinato,
es decir, que el aumento en la concentracion no influyé en el pH, ya que la concentracion de
Cas-Na 2%, es igual a 3% y 3% es igual a 4% vy esta Ultima es igual a 5%. Es decir el
aumento en la concentracion de caseinato funcion6 como un efecto amortiguador.

El pH de las muestras de leche descremada son mayores que los que se obtuvieron para las
muestras reforzadas con concentrado de suero de leche, debido a ello se midio el pH del
concentrado de suero de leche en una solucion al 5% para revelar como afecta éste al pH de
las soluciones. EI pH del WPC 5% fue de 6.25 que en comparacion con el que se obtuvo de la
solucion de LD10% (6.59) es menor, por lo que se puede decir que éste ayuda a disminuir ain
mas el pH de las muestras que contiene LD10%-WPC en relacidn a las soluciones proteinicas
que sélo tienen leche descremada.

De igual manera se realizé una solucion de caseinato de sodio al 1% y se midio6 el pH, éste fue
de 6.11, que también es menor al de la leche descremada al 10% Yy a los que se obtuvieron de

las muestras de LD10%-Cas-Na (6.6-6.5), aungque en este caso solo disminuyo el pH al
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aumentar la concentracion de caseinato de sodio hasta 2%, ya que estadisticamente el pH a las
concentraciones de 2, 3 4y 5% son iguales.

En este estudio en todas las muestras, el pH varié en un intervalo de 6.32 a 6.6 por lo que es
menor al pH fisiolégico (que esta proximo a 7) pero mayor al pH isoeléctrico (3 a 4.6) para
todos los casos; por lo que prevalece su carga negativa (Borcherding et al., 2008 b) que hace

que no cambie la estructura cuando migran a la interfase.

3.2.3 Viscosidad

En el Cuadro 3.3 se presentan los resultados promedio del tiempo que tardaron en fluir las
muestras a través del tubo capilar del viscosimetro de Ostwald, asi como la viscosidad
calculada a partir del tiempo, la desviacion estandar (s) y el porcentaje del coeficiente de

variacion. Las mediciones se realizaron controlando la temperatura a 25 °C.

Cuadro 3.3. Efecto de la concentracion y tipo de agente espumante en la
viscosidad de la fase continua (T 25°C).

Tiempo | Viscosidad

Muestra () (MPa-s)* s | %C.V.
LD 10% 17.6 1.53% |0.11| 0.60
LD 15% 24.5 217° [017] 071
LD 20% 39.3 3.55°¢ 0.29 | 0.73
LD 25% 57.7 530° [0.47| 0.82
LD10% - WPC 5% 23.4 2.083 0.12 | 0.49

LD10% - WPC 7.5% | 27.4 2.45° 10.22| 0.80
LD10% - WPC 10% 30.6 276 [0.28] 0.91
LD10% - WPC 12.5% | 41.0 3.730¢ 066! 1.62
LD10% - WPC 15% 53.9 497% [0.47| 0.88

LD10% - Cas-Na 1% | 20.2 177° 1017 | 0.82
LD10% - Cas-Na 2% | 25.7 2.26° [0.29| 1.13
LD10% - Cas-Na 3% | 30.2 267° [033] 1.09
LD10% - Cas-Na 4% | 40.4 3589 [0.20| 0.50
LD10% - Cas-Na 5% 55.4 4.92° 021 0.39

Nota:* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 95% de confianza,
para cada grupo de proteina reforzante

En general se observa, que a medida que se incrementd la concentracién aumenté el tiempo
que tardaban las muestras en fluir, por lo que también aumento la viscosidad. De igual manera

se muestra que el coeficiente de variacién es menor al 2%, por lo que las mediciones se
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consideran precisas, mediante el uso de este instrumento, aunque fueron menos precisas en
comparacion a las mediciones de densidad con el densimetro digital. Como ya se menciono a
partir de los tiempos registrados se calcul6 la viscosidad teniendo el tiempo del agua destilada
como liquido de referencia, ésta present6 el menor tiempo (10.6 s) en fluir a través del tubo

capilar del viscosimetro.

En los anélisis estadisticos para las muestras de leche descremada, las adicionadas con
concentrado de suero de leche y las reforzadas con caseinato de sodio, revelaron diferencias

significativas (a < 0.05) en la viscosidad por efecto de la concentracion de proteina.

La viscosidad de la leche descremada 10% (1.53 mPa-s), es menor en comparacion a las
soluciones reforzadas con caseinato y concentrado de suero de leche y estadisticamente

también hay diferencias significativas entre ellas.

El anélisis estadistico comparativo (Tukey), muestra diferencias entre cada concentracion para
cada agente espumante, o sea, que para las muestras de leche descremada, las adicionadas con
concentrado de suero de leche y las reforzadas con caseinato de sodio, el efecto de la
concentracion en la viscosidad es muy evidente, por ello la diferente letra (Cuadro 3.3). Por lo

tanto, la viscosidad aumenta al incrementar la concentracion, para todas las muestras.

La viscosidad como medida de la resistencia a fluir depende de factores internos como la
estructura quimica de la molécula, las interacciones con el disolvente, del peso molecular
(Mott y Enriquez, 2006; Lewis, 1993), asi como de factores extrinsecos como el pH,

temperatura y la fuerza ionica (Badui, 2006).

Las muestras de LD, al tener una mezcla de proteinas flexibles (caseinas que componen el
80% del total) y globulares (proteinas del suero 20%), permiten un balance mayor entre la
interaccion de las moléculas con el agua y el peso molecular que son dos de los factores que
influyen en la viscosidad, por ello aumenta la viscosidad al incrementar la concentracién, por
ejemplo la muestra que contiene 25% de solidos tiene una viscosidad de 5.30 mPa-s, en

comparacion a la muestra de LD 10% que presenta una viscosidad de 1.53 mPa:s.
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En relacién a las muestras de LD10% reforzadas con concentrado de suero de leche, al poseer
un alto peso molecular (19000 a 100000 Da) adquiere un mayor volumen hidrodinamico y la
viscosidad de la muestra aumenta (Fernandez, 2003), por ejemplo la muestra LD10%-WPC
5% presenta una viscosidad de 2.08 mPa-s, mientras que la muestra LD10%-WPC 15%
presenta una viscosidad de 4.97 mPa-s.

En el caso de las muestras de LD10% adicionadas con caseinato de sodio al poseer fracciones
proteinicas (as- 38.5%, as- 10%, B- 35.8% y k- 12.7% caseina) con estructura flexible, tienen
sus grupos hidrofilos expuestos permitiendo una mayor interaccion con el agua, lo cual
provoca una restriccion en el movimiento de las particulas (Rojas-Cazares et al., 2001), esto
permite tener viscosidades similares a las soluciones reforzadas con concentrado de proteina
del suero de leche, por ejemplo la solucion proteinica LD10%-Cas-Na 5% presenta una
viscosidad de 4.92 mPas muy similar a la solucion LD10%-WPC 15% que tiene una
viscosidad de 4.97 mPa-s.

Como ya se menciono en los antecedentes, al aumentar la concentracion de moléculas
anfifilicas (proteinas) en el medio acuoso, unas de ellas migraran a la superficie (interfase con
el aire) y las otras tenderan a agruparse para dar forma a micelas, es decir, las cabezas
hidrofilas queda en contacto con el agua y las colas hidréfobas quedan en el interior de una
entidad esférica (Maldonado, 2006), que pudiera ser el caso del caseinato de sodio, al poseer
fracciones proteinicas con estructura flexible y una hidrofobicidad mayor a las proteinas
globulares, tiende a formar micelas haciendo mas viscoso el medio, éste puede ser el motivo
de que la viscosidad sea similar para proteinas globulares y flexibles, aunque no se tenga la

misma concentracion.

3.2.4 Tension superficial

La tension superficial o interfacial como ya se ha mencionado tiene un papel muy importante
en la formacion y estabilidad de las espumas. En la Figura 3.2 se muestran la tension
superficial dindmica de las muestras de leche LD al 10% y 25%, asi como las de las mezclas
de leche 10% y concentrado de suero de leche (WPC) al 5% y 15%, ademas de la tension de la

leche descremada 10% con caseinato de sodio al 1%. Cabe mencionar que s6lo se midieron las
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concentraciones mayor y menor de cada agente espumante estudiado, ya que con ello se puede
observar la tendencia al aumentar la concentracion.

En general se observa que la tension superficial disminuye rapidamente conforme pasa el
tiempo; para la muestras de LD 10%, LD 25% y LD10%-WPC 5% como a los 100 segundos,
ésta permanece casi constante. Sin embargo, para las muestras de LD10%-WPC 15% y
LD10%-Cas-Na 1% contintan disminuyendo, aunque se dejaron mas tiempo; este resultado se

discutira mas adelante en las curvas de la cinética de adsorcién.
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Figura 3.2. Tensién superficial dindmica en la interfase aire-agua, a pH natural.

Proceso de adsorcion

El proceso de adsorcion de las proteinas en la interfase aire-agua como ya se menciono en los
antecedentes, generalmente se estudia en funcion de la tension o presion superficial. En la
Figura 3.3 se observa el proceso de adsorcion en un caso ideal, presentando los tres regimenes
o periodos: (1) induccion en el cual la tension permanece constante, (1) penetracion, la tension
rapidamente disminuye y (l11) reacomodo, suceden cambios conformacionales de la molécula
proteinica en la interfase, lo que provoca que la tenson superficial disminuya muy lentamente
(Beverung et al., 1999; Caseli et al., 2005; Pérez et al., 2009).
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Figura 3.3. Cinética de adsorcién en la interfase aire-agua en un caso ideal (Beverung et al, 1999).
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Figura 3.4. Cinética de adsorcién en la interfase aire-agua a pH natural (a) Leche descremada 10y 25%
(b) Soluciones proteinicas LD10%-WPC 5y 15% y (c) Mezcla de LD10%-Cas-Nal%.

En la Figura 3.4 (a), (b) y (c) se observa la cinética o proceso de adsorcion de las muestras que
se estudiaron; para todos estos sistemas se observa que no hay un tiempo de induccién
prolongado, esto puede explicarse en primer lugar por la concentracion, dado que a mayor

concentraciéon menor tiempo de induccién. Cuando la concentracién de proteina en el seno de
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la solucién es muy alta, este periodo basicamente no existe (Maldonado, 2006) y en segundo

lugar puede deberse también a la escala de tiempo que se utilizé para la medicion.

En relacion a los periodos de adsorcion para leche descremada, a mayor concentracion de
proteina, el periodo de penetracion disminuy6 (Figura 3.4a), ya que para LD 10% se da en un
tiempo de 60 s y para LD 25% se observa en los 30 s; esto puede deberse a que se satura mas

rapidamente la interfase y comienza el reacomodo.

Sin embargo, en la cinética de adsorcion de las muestras de LD10% reforzadas con
concentrado de suero de leche (WPC) 5 y 15% (Figura 3.4b), se observa que se satura mas
rapido la interfase a menor concentracion, dado que se da en 40 s para la muestra que contenia
WPC 5% y para LD10%-WPC 15% se obtiene en los 105 s aproximadamente. En este caso,
predominan las proteinas con estructura globular (B-lactoglobulina, «o-lactoalbimina,
inmunoglobulinas, albimina sérica, componente de secrecion y lactoferrina), por ello pueden
presentarse los fenGmenos de agregacion retardando asi la adsorcion en la interfase aire-agua
(Peérez et al., 2009).

En la Figura 3.4c se muestra la cinética de la muestra de LD10% reforzada con caseinato de
sodio 1%; se observa que aun no ha alcanzado estabilidad superficial, debido a que la solucién
de caseinato de sodio solo, necesita un mayor tiempo aproximadamente 1900s (Abascal y
Gracia-Fadrique, 2009) para el equilibrio; por lo que la tension superficial ain sigue
disminuyendo; aun asi se observa un cambio en la pendiente aproximadamente a los 50 s. Lo
anterior puede ser debido a que el caseinato de sodio posee una estructura flexible, es decir, no
posee un gran namero de estructuras secundarias y permite un mayor reacomodo en la
interfase o sea hay una mayor configuracion de tren en la interfase aire-agua, sin embargo al
exceder la concentracion micelar critica de 0.016 fraccion peso (Abascal y Gracia-Fadrique,
2009) y tener mas expuestos sus grupos hidrofobos e hidréfilos permiten una mayor
interaccion y en consecuencia existe la formacion de micelas que retardan el proceso de
adsorcion. De igual manera al poseer una mayor hidrofobicidad las moléculas del caseinato
permiten una mayor interaccion con el aire, lo que hace que el transporte a la interfase sea mas

rapido y en consecuencia empieza a disminuir la tension en mucho menor tiempo, en
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comparacion a las proteinas con estructura mas compacta como las del concentrado de suero

de leche.

El pH es uno de los factores que mas influyen en la adsorcién, sin embargo en este estudio las
muestras se realizaron a pH natural por lo que la carga de la molécula permanece negativa
(Marinova et al., 2009; Zhang et al., 2004). Marinova et al., 2009 reportd que el Cas-Na se
adsorbe mas rapidamente a pH natural que a pl y en caso del concentrado de suero de leche a
pH natural su estructura permanece nativa al llegar a la interfase, por lo que se adsorbe mas

lentamente y previene la formacion de una capa muy densa.

En este estudio y como lo realizaron Abascal y Gracia-Fadrique, (2009) se determind la
tension en equilibrio (yeq), graficando la tensién superficial dinamica y (t) en funcion de 1/t *

obteniendo una recta cuya ordenada al origen es la yeq..
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Figura 3.5. Evolucidn de la tension superficial en funciéon del inverso de la raiz cuadrada del tiempo, (a)
LD, (b) LD10-WPC y (c) LD10-Cas-Na.
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La tension en equilibrio (yeq ) €S Mmuy importante ya que esta relacionada directamente con la
capacidad espumante, es decir, con la capacidad que tienen las muestras para la creacion de

nuevas areas y a su vez de burbujas, esta relacion se analizara mas adelante.

En la Figura 3.5a, se observa que la tension de equilibrio disminuy6 conforme aument6 la
concentracion, es decir, para la muestra de leche al 10%, se tiene una tensién en equilibrio de
48.91 mN/m, mientras a mas alta concentracion (LD 25%) se tiene una yeq de 47.78 mN/m.

En caso de las muestras reforzadas con concentrado de suero de leche a la concentracion de
5% la yeq fue de 47.6 mN/my a la concentracion de 15% la yeq fue de 47.3 mN/m; se nota que
no hay una considerable disminucién, una posible explicacion es que la concentracion es
demasiado alta y entonces se forman micelas o agregados y esto hace que ya no disminuya la

tension superficial.

Sin embargo, como se observa en la curva de ajuste en la Figura 3.5¢c de la muestra de
LD10%-Cas-Na 1%, la yeq €s de 40.9 mN/m, la cual es menor a las anteriores, esto es
principalmente efecto de la hidrofobicidad. Por ejemplo, las proteinas del caseinato presentan
una hidrofobicidad de 1170 a 1335 kcal/residuo, mientras que las proteinas que conforman al
concentrado de suero de leche (WPC) poseen una hidrofobicidad de 1053 a 1211 kcal/residuo,

la cual es menor a la hidrofobicidad de las fracciones del caseinato de sodio (Badui, 2006).

Hasta este momento solo se han presentado los resultados de las propiedades de la fase
continua, las cuales permitieron un mejor andlisis de lo que sucede en la formacién y

estabilidad de las espumas.

A continuacion se presentan los resultados de las propiedades espumantes de las proteinas que

se estudiaron.

3.3 Propiedades espumantes

En la actualidad existen diversos alimentos aireados (como el mousse, merengue, helado,
crema batida, souffles, malvaviscos) los cuales utilizan como agentes espumantes a las
proteinas sobre todo las lacteas por las propiedades que les confieren, por lo cual su estudio es

importante.
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3.3.1 Capacidad espumante o rendimiento

La capacidad espumante o rendimiento se refiere a la cantidad de &rea interfacial que puede
ser creada por la proteina, es decir, la capacidad de la fase continua para atrapar aire 0 gas
(Badui, 2006; Indrawati et al., 2008). Sin embargo, al igual que otras propiedades depende de
factores intrinsecos como el tamafio, la estructura de la proteina, la hidrofobicidad, asi como
de factores extrinsecos como la concentracion, el pH, la temperatura entre otros.

En la Figura 3.6 se presenta la capacidad espumante o rendimiento de las soluciones
proteinicas estudiadas en funcion de la concentracion. En general, se observa que a medida
que aument6 la concentracion de la proteina en la muestra con la que se realizo la espuma, se
incrementa el rendimiento. Se ha reportado que la capacidad espumante de una proteina
aumenta con la concentracién de la misma en la disolucién, esto puede ser debido a que
aumenta el grado de recubrimiento superficial de las burbujas (Carrera y Rodriguez, 2005),
ademas de que puede aumentar la velocidad con la que se transportan por medio de difusion
hacia la interfase aire-agua, como se observé en la tension superficial de las muestras

reforzadas con caseinato de sodio.
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Figura 3.6. Capacidad espumante en funcion de la concentracion de (a) leche descremada (LD) (b) leche
descremada adicionada con concentrado de suero de leche (LD10-WP)C y (c) leche descremada adicionada
con caseinato de soido (LD10-Cas-Na) (Nota: Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas al 95% de confianza, para cada grupo de proteina reforzante).
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En la Figura 3.6a, se observa que a la minima concentracion de leche descremada (LD10%)
se obtuvo una capacidad de (313%) y al incrementar la concentracion el rendimiento
increment6 hasta 459% con 25% LD vy todas las muestras presentan diferencia significativa (o
< 0.05), por lo que son diferentes entre si.

En cuanto a las espumas que fueron reforzadas con concentrado de suero de leche, de igual
manera hay un aumento de 381% para la muestra de LD10%-WPC 5% a 534% para la
muestra de LD10%-WPC 15% (Figura 3.6b), aunque estadisticamente no se encuentra
diferencia entre las concentraciones intermedias, WPC 5% y 7.5% asi como la de WPC 10 y
12.5%.

La tendencia a aumentar la capacidad espumante al incrementar la concentracién, es mas
apreciable en las muestras adicionadas con caseinato de sodio (Figura 3.6¢). En el analisis
estadistico, se revelan diferencias significativas (o < 0.05) entre las diferentes concentraciones
agregadas. Por ejemplo, la muestra de LD10%. Cas-Na 1% presenta una capacidad espumante
de 643% mientras que la muestra de LD10%-Cas-Na 5% present0 una capacidad espumante
de 1422%; sin embargo, estadisticamente la concentracion de 1y 2% son iguales.

Al considerar la concentracion de sélidos totales en la capacidad espumante, no se observa una
tendencia definida, ya que por ejemplo, cuando en todas las muestras estudiadas se tiene 15%
de soélidos, para el caso de LD15% se tiene un rendimiento de 355%, para la muestra
reforzada con WPC (5%), se tiene un 381%, mientras que la que contiene caseinato presenta
una capacidad espumante de 1423%, lo anterior indicaria que se refuerza la capacidad
espumante.

Al realizar una comparacion con la tension superficial en equilibrio evaluada, propiedad que
se ve afectada por la estructura e hidrofobicidad de la proteina; se observa que la tension
superficial en equilibrio guarda una relacion inversa con la capacidad espumante. Por lo tanto,
cuando se tiene un rendimiento alto, la tension superficial es baja, por ejemplo la muestra de
leche descremada (LD10%) present6 la mayor tensién superficial en equilibrio siendo ésta de
48.91 mN/m y muestra la menor capacidad espumante (313%) de todas las espumas
realizadas, en comparacion a la que menor tensién superficial en equilibrio presentd, que fue
la muestra de leche descremada 10% reforzada con caseinato de sodio 1% (40.9 mN/m) y

tuvo una capacidad espumante de (642%).
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De igual manera, como ya se menciond, la estructura y el tamafio de las proteinas influye en la
capacidad espumante, es conocido que las proteinas flexibles y pequefias como son los
caseinatos (mezcla de ag-caseina 38.5%, B-caseina 36%, k-caseina 12.7% y os-caseina 10%)
al no tener estructura secundaria (excepto la k-caseina) tienen mas expuestos sus grupos
hidréfobos y por lo tanto poseen una mayor facilidad de interactuar con las moléculas del aire,
haciendo el transporte hacia la interfase mas rapido y en consecuencia la capacidad espumante
se eleva; en comparacion a las proteinas globulares y grandes como las del concentrando de
suero de leche (mezcla de B-lactoglobulina y a-lactoalbumina) que provocan una menor
disminucién en la tension superficial (Maldonado, 2006) y en consecuencia la capacidad

espumante no aumenta.

3.3.2 Densidad de las espumas

En el Cuadro 3.4 se presentan los resultados de la densidad de las espumas que se realizaron,
la desviacion estandar y el coeficiente de variacion. La medicion se realizo por diferencia de

pesos, a temperatura ambiente.

En el cuadro, se observa que los coeficientes de variacién son menores al 10% por lo que los
resultados son aceptables, sin embargo el método utilizado no es tan preciso como en el caso

de la densidad de la fase continua.

En las mediciones realizadas a las espumas a base de leche descremada no hay una tendencia
clara debido a errores experimentales (quedaban espacios huecos en la caja). Aun asi se
encontraron diferencias significativas («<0.05), aunque en el analisis comparativo (Tukey),
s6lo se muestra diferencia entre la concentracion de LD10% y las demas concentraciones (15,
20 y 25%).

En las espumas reforzadas con concentrado de suero de leche, estadisticamente no se encontro
diferencia significativa («>0.05), o sea que el incremento en la concentracion no influye en la
densidad de las espumas. Por ejemplo, la espuma a base de LD10% -WPC 5% presenta una
densidad de 0.1636 g/cm®, mientras que a la mayor concentracion se tiene una densidad de
0.1424 glcm®.
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Cuadro 3.4. Efecto de la concentracion y tipo de agente espumante en la
densidad de las espumas (T ambiente )-

Muestra Densidad (g/cm®)* | s [%C. V.
LD 10% 0.1546 ® 0.005| 2.93
LD 15% 0.1756 ° 0.004| 251
LD 20% 0.1659 ° 0.001| 0.80
LD 25% 0.1712 ° 0.003| 1.55
LD10% - WPC 5% 0.1636 2 0.009 | 5.78
LD10% - WPC 7.5% 0.1585 2 0.005| 3.31
LD10% - WPC 10% 0.15372 0.007 | 4.48
LD10% - WPC 12.5% 0.1496 @ 0.005| 3.59
LD10% - WPC 15% 0.1424 2 0.012| 8.40
LD10% - Cas-Na 1% 0.1315° 0.006 | 4.76
LD10% - Cas-Na 2% 0.1131° 0.003| 2.40
LD10% - Cas-Na 3% 0.1012° 0.007| 7.21
LD10% - Cas-Na 4% 0.0750 © 0.001| 1.96
LD10% - Cas-Na 5% 0.0693 ¢ 0.003| 3.66

Nota:* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 95% de confianza,
para cada grupo de proteina reforzante

En cambio para las espumas a base de LD 10% y caseinato de sodio, se observa una
disminucion de la densidad al aumentar la concentracion y estadisticamente se encontraron
diferencias significativas («<0.05). La espuma reforzada con 1% de caseinato de sodio
presenta una densidad de 0.1315 g/cm® y disminuye drasticamente al aumentar de
concentracion de caseinato de sodio al 5% (0.0693 g/cm®); aunque estadisticamente las
concentraciones intermedias son similares, es decir, Cas-Na 2 y 3% son iguales entre si, pero

son diferentes a las concentraciones de Cas-Na 4 y 5%.

En comparacion con la densidad de la fase continua, éstas disminuyeron considerablemente en

promedio (0.923 g/cm®), obviamente por la incorporacion de aire que es menos denso.

En la Figura 3.7 se observa la tendencia de la densidad de las espumas y la relacién que tiene
con la capacidad espumante. La relacion que presenta es inversa, ya que a medida que la

densidad disminuyo la capacidad espumante aumento.
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Figura 3.7. Relacion de la densidad de las espumas con la capacidad espumante.

En general, se observa que al aumentar la concentracion de proteina, disminuye la densidad de
la espuma, ello es debido a la introduccion de aire durante el batido ya que la constante
agitacion rompe las burbujas presentes en burbujas de tamafio méas pequefio lo que genera un

area superficial muy amplia que incrementa a medida que la agitacion continua (Vega, 2006).

3.3.3 Diametro de las burbujas

En la Figura 3.8, se presentan los resultados de las mediciones a los diametros de las burbujas,
se midi6 el diametro de las imagenes (inmediatamente después de obtener la espuma y
después de 7 minutos de reposo) tomadas con un microscopio. En promedio se tomaron las

mediciones de 100 burbujas a cada espuma realizada.

En general, se puede observar en la Figura 3.8 que a medida que se incremento la

concentracion, disminuyd el diametro inicial de las burbujas en las espumas.

El didmetro inicial para la LD10% es de 160.9 um, que estadisticamente es igual a la espuma
realizada con LD15% (146.3 pm), sin embargo al incrementar la concentracion a LD20%
disminuyo el didmetro inicial (103.4 pum) que estadisticamente es igual al de la espumas
realizadas con LD25% (86.81 pm).

Para las espumas realizadas con LD10%-WPC el diametro inicial disminuyo al incrementar la

concentracion. Estadisticamente se encontraron diferencias significativas (a < 0.05), el
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aumento de concentracion de WPC hasta 10%, no produce cambios en el diametro promedio

de burbuja, de 10 a 12.5% disminuye y no hay cambio con 15% (Figura 3.8b).
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Figura 3.8. Diametro de las burbujas de las espumas preparadas (a)LD, (b) LD-WPC y (c) LD-Cas-Na
Nota: Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 95% de confianza, para cada grupo de
proteina reforzante.

Finalmente para las espumas realizadas con LD10%-Cas-Na el diametro promedio solo
mostrd diferencia estadistica cuando su concentracion fue de 5%, este fue de 89.2 um (Figura
3.8¢).

El diametro de las burbujas depende de diversos factores como las propiedades fisicoquimica
de los agentes espumantes (sobre todo la tension superficial), el método de obtencion de las

espuma (como la velocidad y el tiempo de mezclado), entre otros (Ramirez, 1996).

Aunque en este estudio no se vario el tiempo, ni la velocidad del batido, existe una
disminucion en el didmetro inicial cuando se incrementa la concentracion, éste puede

atribuirse a la disminucion en la tension superficial, ya que el proceso de adsorcién se da de
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manera mas réapida, permitiendo asi la formacion de méas burbujas con menor tamafio (Norde,
2003), por ejemplo las espumas que menor didmetro inicial presentaron son las de LD10%-
Cas-Na ya que son las que menor tension superficial tienen (40.9 mN/m), en comparacion a
las espumas de LD y LD10%-WPC.

Con el transcurso del tiempo en la espuma comienzan a ocurrir los mecanismos de
desestabilizacion, por ello se midié el diametro de la burbuja a los 7 minutos de reposo para

observar si existe algin cambio en el didmetro, los resultados se muestran en la Figura 3.8.

Para las espumas realizadas con leche descremada, al incrementar la concentracion disminuyo
el diametro a los 7 minutos de reposo, aunque estadisticamente el diametro de la LD20% y
LD25% es igual (Figura 3.8 a).

En relacion al diametro de las espumas reforzada con concentrado de suero de leche no se
encontrd diferencia estadistica (o > 0.05), por lo que en este caso no influyd la concentracion
en el didmetro (en promedio 124.4 um) después de 7 minutos de reposo (Figura 3.8 b), ello
sugiere que el tiempo no fue suficiente para observar algin cambio ya que son mas estables

que las espumas de leche descremada.

En cuanto a las espumas formadas con LD10%-Cas-Na en la Figura 3.8 ¢ se observa una
tendencia a aumentar cuando se incremento la concentracion, estadisticamente los didmetros
son iguales cuando la concentracion esta en un intervalo de 1 a 4% de Cas-Na, pero aumenta
el didmetro a los 7 minutos de reposo, para la espuma preparada con la LD10%-Cas-Na5%
(181.1 um), aunque éste es similar al didmetro que se obtuvo de la espuma de LD10%-Cas-Na
4%.

En general los didmetros después de 7 minutos de reposo, son mayores en comparacion con
los diametros iniciales, ello es debido principalmente al mecanismo que desestabiliza las
espumas llamado maduracion de Ostwald, en el cual el gas se difunde de las burbujas de
menor tamafio (presion mayor) a las burbujas de mayor tamafio (presion menor), provocando
con ello la desaparicion de las burbujas de menor tamafio e incrementando el tamafio de las
mas grandes (Raharitsifa et al., 2006), el fendmeno se visualiza claramente en las Figuras 3.9,
3.10y3.11.
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Figura 3.9. Efecto de la maduracion de Ostwald en el tamafio de las burbujas, tamafio inicial (izquierda)
después de 7 minutos (derecha) (a) LD10%, (b) LD15%, (c) LD20% y (d) LD25%. Tomadas con un
microscopio optico (objetivo 10).
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Figura 3.10. Efecto de la maduracion de Ostwald en el tamafio de las burbujas, tamafio inicial zquierda)
después de 7 minutos (derecha): (a) LD10%-WPC5%, (b) LD10%-WPC7.5%, (c) LD10%-WPC10%,
(d) LD10%-WPC12.5% vy (e) LD10%-WPC15%. Tomadas con un microscopio optico (objetivo 10).
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Figura 3.11. Efecto de la maduracion de Ostwald en el tamafio de las burbujas, tamafio inicial (izquierda)
después de 7 minutos (derecha): (a) LD10%-Cas-Nal%, (b) LD10%-Cas-Na2%, (c) LD10%-Cas-Na3%,
(d) LD10%-Cas-Na 4% y (e) LD10%-Cas-Na5%. Tomadas con un microscopio optico (objetivo 10).
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En las Figura 3.9, 3.10 y 3.11 se pueden apreciar los diferentes elementos de la estructura de
una espuma, es decir, la burbuja en forma poliédrica debido a la deformacién por compresion,
la pelicula liquida plana que separa a las burbujas y los bordes de Plateau cuando se juntan tres
burbujas.

Como se observa en las Figura 3.9 y 3.10, cuando transcurren los 7 min, el tamafio aumenta en
relacion al tamafio de las burbujas que tienen inicialmente, ello es debido a la difusidn del gas
de las burbujas chicas a las grandes como ya se menciond. Sin embargo, cuando se observa el
tamano de las burbujas a los 7 min, para las espumas de leche descremada puede notarse que a
mayor concentracion menor tamafio, por lo que puede decirse que al aumentar la
concentracion aumenta la estabilidad de la pelicula y no permite demasiado la difusion. En
cuanto a las espumas que fueron reforzadas con WPC, a medida que se increment6 la
concentracion el tamafio de las burbujas no varié demasiado, por lo que la pelicula es mas
estable y dificulta el proceso de difusion de las burbujas chicas a las grandes. En relacion a las
espumas reforzadas con caseinato de sodio, es muy evidente que a medida que se incrementd
la concentracion de caseinato de sodio aumentd el tamafio de las burbujas (Figura 3.11), es
decir, que la difusién fue mayor al aumentar la concentracion. La principal razon de este
efecto se debe a que la pelicula que se forma entre las burbujas es inestable y en consecuencia
se estira con mayor facilidad (disminuyendo su espesor), evitando que las micelas de las
fracciones de caseina, se incrusten entre las colas y bucles que quedan en la fase continua
(Radford et al., 2004) haciendo mas facil la difusion debido a que la uniéon de micelas en la
interfase es inestable (Borcherding et al., 2008b).

Finalmente el diametro y la distribucién de las burbujas es una medida para determinar el
comportamiento y contribucion en la textura de las espumas. Las espumas con burbujas
persistentes, pequefias y uniformes en tamafios se asocian generalmente a productos con buena
calidad (Castafieda et al., 2006). Por lo que se puede decir que las espumas reforzadas con
concentrado de proteinas del suero de la leche son las que mejores caracteristicas presentan y

por ende son mas estables.

3.3.4 Drenado en copas de estabilidad
Una manera sencilla que se utiliza para determinar la estabilidad de una espuma es mediante la
medicion del liquido drenado. En la Figura 3.12 se muestran las curvas del volumen del

liguido drenado en funcion del tiempo de las espumas realizadas a diferentes concentraciones,
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evaluado en las copas de estabilidad. Las curvas muestran un comportamiento sigmoidal, es
decir, primero el drenado es lento luego se acelera y finalmente desacelera, éstas se ajustaron a
la ecuacién 3.1 propuesta por Raharitsifa et al., (2006):

v = Vst

= 3.1
tl';‘z +t" 1)

donde Vmsx es el volumen méximo de liquido drenado (30 min), m describe el comportamiento

sigmoidal de la curva y ty, es el tiempo requerido para drenar la mitad del volumen maximo.
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Figura 3.12. Curvas de drenado de las espumas preparadas a diferentes concentraciones con: (a) Leche
descrema, (b) LD10% con concentrado de proteina del suero de leche, y (¢) LD10% con caseinato de sodio.
Simbolo sélido (experimental), linea continua (ajuste) al modelo sigmoidal.

Para la realizacion del ajuste de las curvas de volumen drenado al modelo sigmoidal, se hizo

uso del programa CurveExpert™?, el cual proporcioné los parametros involucrados en la

ecuacion 3.1 que define este comportamiento, los resultados se muestran en el Cuadro 3.5.
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Cuadro 3.5. Efecto de la concentracion y tipo de agente espumante,
en los parametros del modelo sigmoidal, para el drenado de liquido

Espuma a base de solucién tip V max m
proteinica (min) (ml)

LD 10% 11.85 18.63 1.53
LD 15% 13.01 19.91 1.87
LD 20% 21.60 13.29 3.28
LD 25% 26.48 7.60 4.87
LD10% - WPC 5% 18.23 18.23 2.43
LD10% - WPC 7.5% 22.71 16.30 2.57
LD10% - WPC 10% 23.66 13.04 3.33
LD10% - WPC 12.5% 24.47 9.80 4.39
LD10% - WPC 15% 40.02 6.68 4.53
LD10% - Cas-Na 1% 26.81 24.45 2.44
LD10% - Cas-Na 2% 14.71 16.41 6.07
LD10% - Cas-Na 3% 13.57 16.11 4.81
LD10% - Cas-Na 4% 11.74 10.91 5.93
LD10% - Cas-Na 5% 10.68 10.07 | 6.41

En la Figura 3.12a y Cuadro 3.5 se observa que a mayor concentracion de leche descremada
menor volumen de liquido drenado, ya que cuando se tiene una concentracion de LD10% se
obtuvo un volumen méximo de 18.63 ml que es mayor al volumen de la LD25% (Cuadro
3.5). Sin embargo, comparando las concentraciones de LD10% y LD15% hay mayor volumen
de drenado para esta ultima (Cuadro 3.5), por lo que practicamente no hay diferencia.

En cuanto al tiempo de vida media es mayor al aumentar de concentracion (Cuadro 3.5) para
LD10% es de 11.85 min y aumenta a 26.48 min para LD25%.

La forma sigmoidal de las curvas aumenta al incrementar la concentracion de leche
descremada, es decir, se pronuncia la apariencia de S, ello se comprobé con la m ya que para
LD10% es de 1.53 mientras que para LD25% es de 4.87.

En cuanto a las espumas reforzadas con concentrado de suero de leche, a medida que se
incremento la concentracion del WPC, menor fue la cantidad de liquido drenado (Figura
3.12b). Para el caso de LD10%-WPC5% se obtuvo un volumen maximo de 18.23 ml, que es
mayor en comparacion al de la LD10%-WPC15% (6.68 ml).

Con respecto al tiempo de vida media, éste pas6 de 18.23 min para la concentracion de
LD10%-WPC5% a 40.02 min para la espuma formada con LD10%-WPC15%.
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El comportamiento sigmoidal (m) increment6 al aumentar concentracion, ya que va de 2.43 a
4.53, para la concentracion minima y maxima respectivamente, del concentrado de suero de
leche.

La espuma de leche descremada 10% drena un mayor porcentaje de liquido (12.4%) en
comparacion a todas las espumas reforzadas con el concentrado de suero de leche (4.4 - 12%),
por lo tanto se puede decir que esta proteina ayuda a ser mas estable la espuma.

Finalmente en la Figura 3.12 c se observa que a mayor concentracion de caseinato de sodio
mayor forma sigmoidal presentan, dado que la m es de 2.44 para LD10%-Cas-Nal% y 6.41
para la LD10%-Cas-Na5%. El volumen méaximo de liquido drenado para la espuma formada
con LD10% y caseinato de sodio 1% es de 24.45 ml que es mayor a los que se obtuvo para las
espumas formadas con caseinato de sodio al 2 y 3% (16.41 y 16.11 ml respectivamente) y
también para las concentraciones de 4 y 5% de caseinato de sodio (10.9 y 10 ml
respectivamente); por lo tanto a mayor concentracion menor volumen de liquido drenado, esto
indicaria que a mayor concentracion mayor estabilidad, sin embargo en relacién al tiempo de
vida media, éste fue menor al aumentar la concentracion, por ejemplo para la espuma formada
con LD10%-Cas-Nal% el t., fue de 26.81 min, mientras que la espuma de LD10%-Cas-Na5%
fue de 10.68 min, es decir, que a mayor concentracidn menor tiempo de vida media y en
consecuencia menor estabilidad.

El drenado es una de los mecanismos mas comunes de desestabilizacion ya que desde que
comienza la formacion de la espuma, ésta se ve sometida a la fuerza de gravedad (Duncan,
1992; Narsimhan y Wan, 1990), que hace que el liquido (fase continua) fluya por las peliculas
que separa a las burbujas, provocando la disminucion de presion en los bordes de Plateau y
por lo tanto el liquido fluye hacia este punto haciendo la pelicula mas delgada y por lo tanto
permite una mayor difusion de las burbujas chicas a las grandes, haciéndolas mas grandes y
trayendo la coalescencia (ruptura de la espuma).

En resumen, para el caso de las espumas realizadas con leche descremada y para las que
fueron reforzadas con concentrado de suero de leche, al aumentar de concentracion disminuyo
el drenado (incremento la estabilidad), resultados similares fueron encontrados para la espuma
de jugo de manzana estabilizada con proteina de huevo (Raharitsifa et al., 2006). Sin embargo
para el caseinato de sodio no es asi, ya que al aumentar la concentracién aumento el drenado,

favoreciendo la difusion de las burbujas chicas a las grandes (Figura 3.11) y ocasionando la
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ruptura de la espuma, resultados similares para espumas formadas con -caseina aparecen en

Carrera y Rodriguez (2005).

3.3.4 Estabilidad a través de la dispersion de luz

La estabilidad de las espumas para este proyecto, también fue estudiada en funcion de los
mecanismos de desestabilizacion, a través de la dispersion de luz (Turbiscan MA 2000). Este
instrumento mide la transmisidn y retrodispersion de luz, a la que se ve sometida la muestra
(espuma) contenida en un tubo (Cox et al., 2009).

Una espuma es un sistema termodinamico inestable, es decir, con el paso del tiempo su
estructura va cambiando buscando minimizar la energia del sistema (Dickinson y Dements,
1995), debido a ello comienzan a ocurrir mecanismos de desestabilizacion. En espumas son
principalmente tres los fendmenos que predominan: el drenado del liquido, la maduracion de
Ostwald vy el colapso; a continuacion se presenta un resumen con el fin de recordarlos.

Desde la formacion de la espuma, esta se ve sometida a la fuerza de gravedad y dado que la
densidad de la espuma es menor a la densidad del liquido que separa las burbujas (fase
continua), el liquido tiende a fluir hacia abajo; provocando que las lamelas sean sometidas a
una constante fuerza de estiramiento que ocasiona superficies concavas, debido a ello la
presion que se ejerce en los bordes de Plateau es menor, por lo que el liquido fluye a este
punto; a este fendbmeno se le denomina drenado del liquido o escurrimiento (Lewis, 1993).
Cuando la pelicula que separa a las burbujas es delgada entonces se presenta la difusion de gas
entre las burbujas de menor tamafio a las de mayor tamafio, este fendmeno se conoce como
maduracion de Ostwald y es ocasionada por la diferencia de tamafios de las burbujas en la
espuma (Figuras 3.9 a 3.11), y a su vez por el gradiente de presion, ya que éste depende del
radio de la burbuja segln la ecuacién de Laplace (Maldonado, 2006). Finalmente cuando ya
no existe la pelicula que separa las burbujas entonces se rompe la espuma a ello se le llama
colapso.

El Turbiscan MA2000, ha sido utilizado para estudios de estabilidad en emulsiones y
dispersiones coloidales (Mengual et al., 1999; Lemarchand et al., 2003), sin embargo para
espumas no ha sido muy usado. A continuacion se muestran algunos ejemplos de los perfiles

de transmision y retrodispersion de las espumas en estudio.
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Figura 3.13. Transmision y retrodispersion de la espuma a base de leche descremada al 25%. Estos datos
se representan como funcion del tiempo (0:00 a 3:00 horas) y de la altura de la muestra (6.5 a 70 mm).

Figura 3.14. Transmisién y retrodispersion de la espuma a base de leche descremada 10% y concentrado
del suero de la leche 15%. Estos datos se representan como funcion del tiempo (0:00 a 3:00 horas) y de la
altura de la muestra (6.5 a 70 mm).
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Figura 3.15. Transmision y retrodispersion de la espuma a base de leche descremada 10% reforzada con
caseinato de sodio 1%. Estos datos se representan como funcion del tiempo (0:00 a 0:30 horas) y de la
altura de la muestra (6.5 a 70 mm).

En las Figura 3.13 se muestra la evolucion de la espuma a base de leche descremada 25% en
funcion del tiempo; de igual manera en la Figura 3.14 se muestra el perfil de transmision y
retrodispersion de la espuma de LD10% reforzada con concentrado de suero de leche 15%, los
cuales se obtuvieron de realizar 90 lecturas (barridos), una cada 2 minutos. Ademas se
presenta el perfil de LD10% adicionada con caseinato de sodio 5%, el cual se obtuvo de
realizar 30 lecturas (barridos), una cada 2 minutos.

Cuando la espuma esta recien formada el tamafio de las burbujas es uniforme y las burbujas se
encuentran amontonadas, dandoles forma poliédrica (por la compresion). Estas caracteristicas
no permiten el paso de luz en forma de fotones a través de la espuma, es decir, no hay
transmision (T) y el primer escaneo se da por la incidencia de luz en retrodispersion (BS).

Con el transcurso del tiempo comienza a desestabilizarse la espuma; primero se da una
evaporacion del liquido que separa a las burbujas a la atmdsfera, sobre todo en la parte
superior de la espuma, ello hace que las peliculas se adelgacen permitiendo la difusion de las

burbujas pequefias a las grandes (maduracion de Ostwald), ocasionando el colapso; por eso la
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sefial de retrodispersion (BS), va disminuyendo e incrementa la sefial de luz de transmisién
(T), sobre todo en la parte superior del tubo.

Se puede observar que en el caso de la leche descremada al 25% el colapso se encuentra entre
los 59 a 70 mm de espesor del cilindro (Figura 3.13) y la maduracion de Ostwald entre los 16
y 59 mm. Las zona en la que se observa el aumento del tamafio de las burbujas para la
espuma de leche descremada, es mayor en comparacion a la espuma reforzada con
concentrado de suero de leche 15%; ya que el incremento de tamafio de las burbujas, se ve
entre los 15 y 45 mm; por otro lado el colapso se puede observar entre los 45y 70 mm de la
muestra (Figura 3.14), que en comparacion a las espumas de leche descremada, es menor para
esta Ultima. Sin embargo para la espuma adicionada con caseinato de sodio 1% (Figura 3.15),
no se pueden identificar los fendbmenos por separado ya que son muy rapidos y ocurren
simultaneamente, por ello solo se ha identificado una zona en la cual se observan ambos
mecanismo maduracion y colapso (15 a 70 mm).

El drenado es el otro mecanismo que afecta la estabilidad de las espumas, el cual ocurre al
mismo tiempo que la maduracion y el colapso, ya que éstos originan curvaturas en las
peliculas que separan a las burbujas generando un gradiente de presion en las peliculas y por
lo tanto el liquido comienza a fluir. Este fendmeno s6lo se observa en retrodispersion (BS), ya
que el liquido es opaco y no permite el paso de luz. En todos los casos se identifico por la

formacidn de un pico entre los 6.5 y 15 mm aproximadamente, de la muestra en el tubo.

A partir de los perfiles de retrodispersion y transmision se cuantificé la estabilidad, es decir, se
obtuvieron cinéticas de drenado, maduracion de Ostwald y colapso. De las cuales se

obtuvieron velocidades y parametros que describen estos fendmenos de desestabilizacion.

En la Figura 3.16 se muestran las curvas de espesor de la zona de drenado en funcion del
tiempo para LD y LD10%- Cas-Na. Se observa, que las espumas de leche descremada asi
como las reforzadas con caseinato de sodio, se ajustaron a un modelo lineal, por lo cual la
pendiente es la velocidad de drenado. Esta se define como la evolucion temporal de la anchura
del pico de luz retrodispersada o transmitida. A su vez la anchura del pico de luz
retrodifundida o transmitida al 50% de la altura maxima del pico en mm/min (Carrera y
Rodriguez, 2005; Maldonado, 2006). Cabe mencionar que la velocidad de maduracion de

Ostwald y la de colapso, se obtuvieron realizando este mismo procedimiento.
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Figura 3.16. Cinética de drenado a) leche descremada, b) LD10% con caseinato de sodio, obtenidas del
Turbiscan, MA2000.

En el Cuadro 3.6 se muestran las velocidades obtenidas de los mecanismos que desestabilizan
las espumas a base de leche descremada.

En general se observa que a medida que increment0 la concentracion de leche descremada,
disminuyo la velocidad con la que ocurre el drenado, sucede lo mismo para la velocidad con la
que incrementan las burbujas su tamafio. En este caso solo se cuantifico el colapso en la

espuma a base de leche descremada al 10%, ya que las demas espumas no presentan colapso.

Cuadro 3.6. Velocidades de los mecanismos de desestabilizacion de las espumas de leche descremada.

Espuma a base solucion Drenado Maduracién de Colapso
P .. (mm/min) Ostwald (mm/min)
proteinica :
(mm/min)
LD 10% 0.36 0.35 0.28
LD 15% 0.33 0.09 -
LD 20% 0.25 0.11 -
LD 25% 0.20 0.02 -

La maduracion de Ostwald o desproporcion disminuye al aumentar la concentracion, sobre
todo al comparar LD10% con LD25%; sin embargo entre LD15 y LD20% se ve un aumento,
esto se debe a errores experimentales ya que no se pudo controlar el tamafio de la muestra
inicial en el tubo (se supone que siempre debe ser la misma), ademas de que en algunos casos

quedaban huecos en la muestra colocada en el tubo.
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Como se observa en el Cuadro 3.6 las velocidades con las que se difunde el gas de las
burbujas chicas a las grandes son mucho menores a las velocidades de drenado, lo cual indica
que predomina el fendmeno de drenado, en las espumas a base de leche descremada en polvo.

En el Cuadro 3.7 se muestran las velocidades de los mecanismos de desestabilizacion de las
espumas de leche descremada 10% reforzadas con caseinato de sodio.
En general se observa que a medida que incrementd la concentracion de caseinato de sodio,

aumentaron las velocidades de los fendmenos que la desestabiliza a la espuma.

Cuadro 3.7. Velocidades de los mecanismos de desestabilizacion de las espumas reforzadas con caseinato

de sodio.
Espuma a base solucion DrenaQo Maduracion de Colapgo
P (mm/min) Ostwald (mm/min)
proteinica :
(mm/min)

LD10- Cas-Na 1% 0.40 3.17
LD10- Cas-Na 2% 0.41 4.62 0.94
LD10- Cas-Na 3% 2.19 15.81 2.36
LD10- Cas-Na 4% 2.71 29.04 7.82
LD10- Cas-Na 5% 3.54 51.58 17.01

Al incrementar la concentracion mayor fue la velocidad a la cual se difunde el gas de las
burbujas chicas a las grandes y por lo tanto también mas rapido colapsaron las espumas. Como
se observa en el Cuadro 3.7, las velocidades de maduracion de Ostwald son mucho mayores
que las de drenado, predominando asi este fendmeno en las espumas reforzadas con caseinato
de sodio, lo anterior concuerda con los resultados obtenidos al medir el diametro de las
burbujas.

Comparando las velocidades de desestabilizacion de las espumas reforzadas con caseinato de
sodio y las de la leche descremada, se observa que son mayores en las espumas reforzadas con

caseinato de sodio, lo cual indica que son menos estables.

Sin embargo las espumas de LD10% adicionadas con concentrado de suero de leche
presentaron un comportamiento logaritmico, es decir, el drenado fue primero rapido y después
desaceler6 (Figura 3.17). A continuacion se muestra la ecuacion a la cual se ajustaron:

X =min(t) - X, (3.2)
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donde X espesor en mm, m es la pendiente (mm/Inmin), t es el tiempo (min) y X, es espesor

del fendmeno de desestabilizacion en el tiempo t=1min.
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Figura 3.17. Cinética de drenado de LD10% con concentrado de suero de leche, obtenidas del Turbiscan,
MA2000.

La determinacion del tiempo de inicio del mecanismo de desestabilizacion (tj), se obtuvo de
suponer que el espesor (X) es igual a cero y despejando de la ecuacion 3.2; resultando la

siguiente expresion:

t—e (3.3)
donde ti es el tiempo en el que inicia el mecanismo de desestabilizacion (drenado o
maduracion de Ostwald), X, es el valor de la ordenada al origen y m es la pendiente de la
ecuacion que describe el comportamiento logaritmico.

Cabe mencionar que la cinética de maduracion de Ostwald y la del colapso, presentaron los
mismos comportamientos que la velocidad de drenado, por lo tanto se realizd el mismo

procedimiento para su obtencion.

En el Cuadro 3.8 se muestran los parametros que se obtuvieron de la cinética de drenado de las

espumas reforzadas con concentrado de suero de leche (WPC35).

El espesor de drenado en el minuto 1 (Ximin) €S menor al incrementar la concentracion, ya que
estos valores son negativos por la ecuacion (3.2), lo cual indica que en 1 minuto ain no se ha

iniciado el drenado.
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Cuadro 3.8. Parametros obtenidos de las cinética de drenado para las espumas a base de LD10% y
concentrado de suero de leche.

Espuma a base solucion | Xi min ti | Xalos 15 min
proteinica (mm) | (min) (mm)
LD10- WPC 5% -3.98 | 3.80 4.10
LD10- WPC 7.5% -6.93 | 6.64 2.98
LD10- WPC 10% -8.27 | 8.29 2.30
LD10- WPC 12.5% -0.87 | 11.43 1.09
LD10- WPC 15% -13.65 | 11.49 1.50

El tiempo en el que inicia el drenado es mayor al incrementar la concentracion de WPC, lo que
indica son mas estables las espumas; de igual manera se obtuvo el espesor que se tenia de
liquido drenado a los 15 minutos, éste fue menor al incrementar la concentracion, aunque en
las dos ultimas concentraciones no se aprecia esta tendencia y eso se debe a errores

experimentales como los que ya se mencionaron.

En el Cuadro 3.9 se muestran los pardmetros que se obtuvieron de la cinética de maduracion

de Ostwald, de las espumas reforzadas con concentrado de suero de leche (WPC35).

Cuadro 3.9. Pardmetros obtenidos de las cinética de maduracion de Ostwald para las espumas a base de
LD10% y concentrado de suero de leche.

Xl min ti

Espuma a base solucién (mm) (min)
proteinica

LD10- WPC 5% -83.39 ¢ 43.59
LD10- WPC 7.5% -80.72 @ 39.41
LD10- WPC 10% -74.85° 32.50
LD10- WPC 12.5% -95.91 @ 55.03
LD10- WPC 15% -121.40° 45.66

Nota: Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 95% de confianza, para la maduracion

de Ostwald.

El espesor en el minuto 1 (Ximin), Va disminuyendo debido a que los valores son més negativos
por la ecuacion (3.2). El tiempo en el que inicia la desproporcion en las espumas con WPC, no
muestra una tendencia clara debida a errores experimentales, sin embargo en general es mayor
el tiempo en el que inicia el fendmeno de maduracién de Ostwald, lo cual indica que son mas
estables. Estos resultados concuerdan con el didmetro de las burbujas a los 7 minutos, ya que
la concentracion en los intervalos estudiados no influye en este mecanismo de

desestabilizacion.
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En resumen, para las espumas de leche descremada a mayor concentracion menor velocidad
de drenado, ya que ésta pasé de 0.20 a 0.36 mm/min, para LD25% y LD10%,
respectivamente. En relacion a la velocidad con la que las burbujas crecen de tamafio, de igual
manera disminuye al aumentar de concentracion. Por ejemplo, para la espuma de LD10% la
velocidad de maduracion de Ostwald fue de 0.35 mm/min que es mayor a la velocidad de la
espuma de LD25% (0.02 mm/min). La velocidad de colapso so6lo se cuantificé para la espuma
de leche descremada 10% y fue de 0.28 mm/min. Por lo tanto se puede concluir que a mayor
concentracion, mayor estabilidad, para las espumas formadas a base de leche descremada. La
principal razén de esto, es debido a que la pelicula que separa a las burbujas es mas resistente
a los constantes estiramientos a los que se ve sometido durante su vida.

En cuanto a las espumas que fueron reforzadas con concentrado de suero de leche, presentan
un comportamiento similar al de la leche descremada, es decir, la estabilidad incrementa al
aumentar la concentracion de WPC. Aunque en este caso no se determinaron las velocidades,
se obtuvieron los tiempos en los cuales comienzan los fendmenos a desestabilizar la espumas.
Por ejemplo para que comience el drenado en la espuma que fue reforzada con 5% de WPC, se
necesita un tiempo de 3.8 min, que es menor al que se necesita para la espuma de LD10-
WPC15% (11.49 min). El tiempo para que se presente el fendmeno de difusion de las burbujas
chicas a las grandes, como ya se mencion0 no presenta una tendencia clara, sin embargo es
considerablemente mas grande que el tiempo para que inicie el drenado.

Las espumas reforzadas con caseinato de sodio muestran un comportamiento opuesto a los
casos anteriores, ya que al aumentar la concentracion de la proteina (caseinato de sodio), la
estabilidad disminuyd. La velocidad de drenado pasé de 0.4 a 3.54 mm/min, al incrementar la
concentracion de caseinato de sodio de 1 a 5%. Ocurre lo mismo para la velocidad con la que
incrementan de tamafio las burbujas, dado que es de 3.17 mm/min para la espuma con 1% de
caseinato y 51.58 mm/min para la espuma con 5% de caseinato.

Comparando las velocidades de los mecanismo, se puede afirmar que el fendmeno que
predomina en las espumas reforzadas con caseinato de sodio, es la difusién de las burbujas
chicas a las grandes (maduracion de Otswald), resultados similares para la B-caseina aparecen
en Maldonado (2006); Carrera y Rodriguez, 2005; en dichos estudios encontraron que el

mecanismo de desestabilizacion que predomina es la maduracion de Ostwald.
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Conclusiones

Las propiedades fisicas y fisicoquimicas de la fase continua tuvieron una relacién directa con
la concentracion de sélidos. La densidad y viscosidad aumentaron al incrementar la
concentracion de sélidos en el seno de la muestra, el pH disminuyo ligeramente al aumentar la

concentracion de sélidos.

La tension superficial es la propiedad mas importante de la fase continua, ya que influye de
manera directa, en las propiedades espumantes. En general para todos los casos estudiados,

disminuyd al aumentar la concentracion de proteina en el seno de la muestra.

Con la tensién superficial se pudo obtener una idea del proceso de adsorcion que siguen las
diferentes proteinas (globulares y flexibles) en la interfase aire-agua; se mostro que debido a
las concentraciones tan altas que se estudiaron, el tiempo de induccién fue demasiado corto,
por lo que no se identifico. La etapa de penetracion se modificd para cada agente espumante
estudiado; para las soluciones de leche descremada disminuyd el tiempo (60 a 30 s) con el cual
se difunde la proteina a la interfase, al aumentar la concentracion (10 a 25%). En cambio para
las que fueron reforzadas con concentrado de proteina del suero de leche, a mayor
concentracion de proteina, mayor fue el tiempo que tardé en difundirse a la interfase (40 a 105
s), lo cual se atribuye a las elevadas concentraciones estudiadas (5 a 15%), que pueden generar
el fendmeno de agregacion. La muestras adicionada con caseinato de sodio 1%, mostré un
periodo de adsorcion y reacomodo grande, debido a que se excedid la concentracion micelar
critica, lo que retarda la adsorcion; sin embargo, se conoce que por su estructura flexible

acomoda mejor en la interfase en comparacion a las proteinas globulares.

La capacidad espumante incrementd al aumentar la concentracion de proteina en la muestra
(para todos los casos), esto fue debido a que disminuyd la tension superficial de equilibrio, lo
que permite la creacidn de nuevas areas y en consecuencia la formacién de burbujas. Aunque
el efecto de la concentracién en esta propiedad, se eleva en las espumas reforzadas con

caseinato de sodio, ya que son las que presentaron mayores rendimientos.
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Caso contrario a la densidad de las espumas, ya que disminuye al aumentar la concentracion, y
dado a la relacion inversa que guarda con la capacidad espumante, de igual manera se nota

mayor el efecto en las espumas adicionadas con caseinato de sodio.

En cuanto al didmetro de las burbujas, inicialmente disminuye al incrementar la concentracion
de proteina; sin embargo, después de 7 minutos de reposo el didmetro de la burbuja
incrementa, aunque en las espumas de leche descremada y las reforzadas con concentrado de
suero, disminuye el diametro al incrementar la concentracion. Lo inverso ocurrid para las
espumas adicionadas con caseinato de sodio, ya que al incrementar la concentracién aumento

drasticamente el didmetro (7 min).

La estabilidad medida a través de los mecanismos de desestabilizacion, fue la propiedad en la
que se percibid mucho mas el efecto de la concentracion y el tipo de agentes espumante. Para
las espumas de leche descremada y aquellas que se reforzaron con concentrado del suero de
leche, al incrementar la concentracion disminuyeron las velocidades de los fendmenos de
desestabilizacion (drenado, maduracion de Ostwald y colapso). En cambid la estabilidad de las
espumas adicionadas con caseinato de sodio disminuyo, al incrementar la concentracion y el

fendmeno que predomina es la difusion del aire de las burbujas chicas a las grandes.

Por lo tanto, la capacidad espumante presentd una relacion directa con la velocidad de
adsorcion, es decir, con la rapidez de las proteinas para migrar a la interfase aire-agua, asi
como de la habilidad para reducir la tension superficial. En cambio, la estabilidad de las
espumas (medida a traves de los fendmenos de desestabilizacidn), se asume que se debe a las

propiedades de la interfase formada.
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Recomendaciones

La determinacion de las caracteristicas interfaciales de la pelicula que separa a las burbujas, es
punto clave para el estudio de la estabilidad de espumas, como funcién de los mecanismos de
desestabilizacion (maduracion de Ostwald, drenado y colapso). Sobre todo la evaluacion de
los modulos de elasticidad y viscosidad, propiedades dilatacionales que se encuentran
intimamente interrelacionados con la estabilidad; debido a la relacion que guarda la resistencia
de la pelicula a deformarse con el tiempo, con dichos pardmetros. Es conocido que a mayor
elasticidad, la resistencia de la pelicula a deformarse y regresar a su estado original
incrementa, por esta razon la estabilidad de la espuma aumenta. De igual manera una alta
viscosidad de la interfase, permite que se retarden los fendmenos, haciendo mas estables a las
espumas. La recomendacion es evaluar las caracteristicas interfaciales de la pelicula, ya que

ayuda a determinar como afecta la concentracion en la estabilidad.

La leche descremada y el concentrado del suero de leche, son ideales para la elaboracion de
espumas, debido a que proporcionan una buena capacidad espumante y estabilidad, sin
embargo la leche descremada es mas cara ($38.5/kg), que el concentrado del suero de leche

($19.50/kg), por lo que la sugerencia es que se utilice este Gltimo como agente espumante.
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